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Liste der verwendeten Abkürzungen 
   
   
   
ABC-Komplex  Streptavidin-Biotin-Komplex 
BSA  Streptavidin-Biotin-Komplex 
CPDL  Cumulative Population Doubling Level  
DAB  3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
DAPI  4',6-Diamidin-2'Phenyindol-Dihydrochlorid 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium   
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
et al.  et alii, und andere 
FBS  Fetales Bovines Serum 
GSF  Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit  
  in der Helmholtz-Gemeinschaft 
HPDL  Highest Population Doubling Level 
IVL  In-vitro-Lebensspanne 
PBS  phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung  
PCR  polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 
PDL  Population Doubling Level 
PFA  Paraformaldehyd 
RNA  ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
TBS             Tris buffered saline, Tris-gepufferte Kochsalzlösung  
Tris  Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan 
Tris-HCl  Tris-Hydrochloride 
ZNS           Ziegennormalserum 
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1   Einleitung 
Bis heute sind die Ursachen für das Altern eines Organismus nicht geklärt. Das Altern als 
für eine Spezies universeller, intrinsisch gesteuerter, irreversibler Prozess führt im Laufe 
der Zeit zu einer herabgesetzten Leistungsfähigkeit, mit der eine verminderte 
Adaptationsfähigkeit des Organismus an seine Umwelt einhergeht. Umso älter ein 
Individuum ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, zu sterben (BREZNOCK et al. 
1970, COMFORT 1961, KIRKLAND 1992, SAMES 1985). 
 
Diploide somatische Zellen vieler Spezies zeigen in vitro eine limitierte Fähigkeit zur Zell-
teilung (CAMPISI 2001, HAYFLICK et al. 1961). Diese Eigenschaft wird als so genanntes 
„Hayflick-Phänomen“ oder auch als replikative Seneszenz bezeichnet. Die replikative 
Seneszenz wird bei einer Vielzahl von Spezies durch die Verkürzung der Telomeren bei 
Zellteilungen hervorgerufen (CHIU et al. 1997, SHIELS et al. 1999, LANZA et al. 2000). 
Zwischen dem Proliferationspotential der Zellen (z.B. Fibroblasten) in vitro und der 
maximalen Lebensspanne des Organismus sowie dem kalendarischen Alter des 
Hautspenders lässt sich ein inverses Verhältnis herstellen (MARTIN et al. 1970, 
SCHNEIDER et al. 1976, SMITH et al. 1978). Die Abnahme der Mitoseaktivität der Zellen 
in vitro mit zunehmendem Alter des Spenders wird als ein Anzeichen für das zelluläre 
Altern angesehen. In Hautbioptaten von Menschen konnte gezeigt werden, dass 
Fibroblasten auch in vivo replikativer Seneszenz unterliegen (BAYREUTHER et al. 1991, 
DIMRI et al. 1995). Diese Untersuchungen legen es nahe, dass die Lebenserwartung 
eines Organismus und die replikative Alterung seiner Zellen einer gemeinsamen 
genetischen Kontrolle unterliegen und dass Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen 
dazu geeignet sind, Schlüsse über Alterungsvorgänge in vivo zuzulassen.  
 
Innerhalb der Spezies Hund (Canis familiaris) variiert die durchschnittliche Lebenserwar-
tung der verschiedenen Rassen zwischen 7 und 20 Jahren. Hierbei steht die durch-
schnittliche Körpermasse einer Hunderasse im umgekehrten Verhältnis zur Lebens-
erwartung (COMFORT 1961, LI et al. 1996, MICHELL 1999, MILLER et al. 1999, NASIR 
et al. 2001, PROSCHOWSKY et al. 2003, ROTH 1994). Eine befriedigende Erklärung für 
dieses Phänomen gibt es in der Wissenschaft bis heute noch nicht. Die Annahme, dass 
die Telomerenlänge bei unterschiedlichen Hunderassen verschieden und damit ur-
sächlich für die differierende Lebenserwartung der Rassen ist, konnte nicht bestätigt 
werden (NASIR et al. 2001). Ein weiterer möglicher Ansatz für die Lösung dieses 
Problems ist die nähere Untersuchung der Alterung auf zellulärer Ebene. Hierbei wird 
unterschieden zwischen der replikativen Seneszenz (bei mitotisch aktiven Zellen) und 
der zellulären Seneszenz (Gesamtheit der Zellalterung). Häufig werden für solche In-
vitro-Versuche Fibroblasten genutzt (NORWOOD et al. 1990). Dabei stellt die un-
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problematische Gewinnung von Fibroblasten, die geringen Kultivierungsansprüche und 
das hohe Teilungspotential dieser Zellen einen erheblichen Vorteil gegenüber anderen 
Zellarten dar (PEACOCKE et al. 1991, SMITH et al. 1984).  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung möglicher Zusammenhänge 
zwischen dem Alter eines Tieres und dem proliferativem Verhalten seiner Zellen 
(Hautfibroblasten) (innerhalb der Hunderasse Beagle). Dazu wurden primäre und 
sekundäre Zellkulturen von kaninen dermalen Fibroblasten verschieden alter Tiere 
etabliert. Parameter wie das Population Doubling Level (PDL), das Cumulative 
Population Doubling Level (CPDL), das Highest Population Doubling Level (HPDL), die 
Generationszeit und die In-vitro-Lebensspanne (IVL) beschreiben das replikative 
Potential der kultivierten Zellen. Anhand dieser Parameter wurden die Zellkulturen 
junger, adulter und alter Tiere miteinander verglichen.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine mögliche Grundlage für die weitere Erforschung 


























2   Literaturübersicht 
2.1   Das Altern  
2.1.1   Definitionen des Begriffes Altern 
Eine einheitliche Definition für den Begriff des Alterns gibt es in der Literatur nicht. Nach 
KIRKLAND (1992) sollte zwischen dem Vorgang des Alterns und dem der Seneszenz 
unterschieden werden, wobei Altern der Entwicklung eines Organismus gleichgesetzt 
wird, die zeitlich betrachtet von der Geburt bis zum Tod des Individuums reicht. Hierbei 
handelt es sich um einen fortschreitenden, zeitabhängigen Vorgang, der für die be-
troffene Spezies universell zu sein scheint und intrinsisch gesteuert ist. Ein Teilaspekt 
des Alterns (bzw. der Entwicklung) ist die Seneszenz. Diese beschreibt die Zunahme der 
Wahrscheinlichkeit, zu sterben.  
 
PIETSCHMANN (2003) vertritt die Meinung, dass alle Vorgänge, die innerhalb eines 
lebenden Organismus in Abhängigkeit von der Zeit nach der entwicklungsbedingten 
Differenzierung stattfinden, Altern darstellen. Das heißt, dass das Leben eines Orga-
nismus in die Phase der Entwicklung und die Phase des Alterns unterteilt werden kann. 
Generell sind Alterungsprozesse als irreversibel zu betrachten. Sowohl die Leistungs-
fähigkeit des Organismus als auch die Anpassungsfähigkeit an Veränderungen in der 
Umwelt nehmen mit zunehmendem chronologischen Alter immer weiter ab 
(BREZNOCK et al. 1970, COMFORT 1961, SAMES 1985). 
 
Grundsätzlich muss zwischen dem Alterungsprozess an sich und den so genannten 
Alterskrankheiten unterschieden werden. Bei Alterskrankheiten handelt es sich um 
Erkrankungen, die bei jungen Individuen sehr selten vorkommen. Die Wahrscheinlichkeit 
an einer solchen Krankheit zu erkranken, steigt mit zunehmendem Alter an. Beim 
Menschen handelt es sich hierbei um eine Vielzahl von Erkrankungen, u.a. um Alters-
haut, Arteriosklerose, Arthrose, Demenz, Grauer Star, Osteoporose und Tumoren 
(OLSHANSKY et al. 2002, ANON. 2005). Bei Tieren, die domestiziert bzw. in Gefangen-
schaft gehalten werden, treten ebenfalls Alterskrankheiten auf. 
2.1.2   Chronologisches und biologisches Alter 
Häufig wird, wenn der Begriff Alter verwendet wird, das chronologische (bzw. kalen-
darische) Alter eines Organismus angegeben. Sowohl beim Menschen als auch bei 
unseren Haussäugetieren kann jedoch beobachtet werden, dass das chronologische 
Alter bei weitem nicht ausreicht, um die Leistungsfähigkeit bzw. die Vitalität eines 
Organismus hinreichend genau anzugeben. Hierzu wurde der Begriff des biologischen 
(bzw. physiologischen) Alters eingeführt. Angenommen wird, dass für gesamte 
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Organismen und auch für einzelne Organe unterschiedliche Alterungsraten existieren, 
die zu der beschriebenen Diskrepanz zwischen chronologischem Alter und dem 
biologischem Alter des Organismus führen (MASORO 1988a, PÖTHIG et al. 1984). Eine 
Möglichkeit, das physiologische Alter exakt zu messen, existiert noch nicht 
(PÖTHIG et al. 1984). 
2.1.3   Die durchschnittliche und maximale Lebenserwartung  
Bei der Verwendung des Begriffes Lebenserwartung sollte immer die Unterscheidung 
zwischen der durchschnittlichen und der maximalen Lebenserwartung einer Spezies 
gemacht werden. Bei der maximalen Lebenserwartung einer Spezies handelt es sich um 
das höchste Alter eines Vertreters dieser Art, das bis jetzt dokumentiert werden konnte 
(COMFORT 1961). Hierbei muss jedoch berücksichtigt werden, dass vor allem für in 
Freiheit lebende Wildtiere eine Bestimmung der maximalen Lebensspanne fast nicht 
möglich ist, da diese in der Regel weit vor Erreichen des maximal möglichen Alters durch 
unterschiedliche Insulte versterben.  
 
Nach EICHELBERG et al. (1996) ist die durchschnittliche Lebenserwartung einer 
Spezies im Vergleich zu deren maximal möglichen Lebensspanne höchst variabel. So 
wurde zum Beispiel bei der Spezies Hund von ECONOMOS (1980) eine maximale 
Lebenserwartung von 34 Jahren angeführt, die durchschnittliche Lebenserwartung wird, 
abhängig von der Methodik der Untersuchungen, bei den einzelnen Autoren mit Werten 
von 6,4 bis zu 10 Jahren angegeben (BRONSON 1982, PATRONEK et al. 1997, 
PROSCHOWSKY et al. 2003). 
2.1.4   Altern verschiedener Spezies 
Es ist bis heute nicht eindeutig geklärt, ob alle auf dieser Welt vorkommenden Lebe-
wesen dem Alterungsprozess unterworfen sind.  
Bei Pflanzen konnten Alterungsvorgänge verschiedenster Art nachgewiesen werden 
(NOODEN et al. 1990). Bei sehr einfachen Organismen, wie z. B. der Hefe 
Saccharomyces cerevisiae, kann eine sehr einfache Form des Alterns der einzelnen 
Zelle festgestellt werden (JAZWINSKI 1993). Bei Invertebraten ist es unsicher, ob Altern 
als Vorgang überhaupt existiert. Einige Organismen, wie z. B. die Seeanemone, 
scheinen nicht zu altern. Das sehr langsame Wachstum von einigen Reptilien und 
Fischen suggeriert, dass auch die Alterungsvorgänge bei diesen Tieren sehr langsam 
ablaufen (COMFORT 1961), bzw. gar nicht stattfinden (KIRKLAND 1992), und nicht 
altersassoziierte Erkrankungen und Unfälle die Ursache für den Tod dieser Tiere 
darstellen. Bei Säugetieren scheint Altern ein generelles Phänomen zu sein 







Tab. 1: Übersicht über berichtete maximale Lebensspannen von ausgewählten Säugern, Vögeln,  
Reptilien und Amphibien übersetzt aus KIRKWOOD (1990) 
 
Mehrfach wurde in der Vergangenheit versucht, eine Erklärung dafür zu finden, warum 
verschiedene Spezies unterschiedliche maximale Lebenserwartungen aufweisen.  
Nach MARTIN et al. (1986) kann bei dem Vergleich heute lebender Säuger festgestellt 
werden, dass die Hirnmasse, die Körpermasse, der Ruheenergieumsatz und die Körper-
temperatur eine besonders enge Beziehung zur Lebenserwartung einer Spezies 
aufweisen. COMFORT (1961) und ECONOMOS (1980) vertreten die Ansicht, dass der 
Grad der Zephalisation eine entscheidende Bedeutung für die Lebenserwartung eines 
Individuums besitzt.  
 
Größere Beachtung fand allerdings die von vielen Forschern gemachte Beobachtung, 
dass Säugetiere einer geringen Körpergröße und Körpermasse eine geringere Lebens-
    Wissenschaftlicher Name Gebräuchlicher Name Maximale Lebens- 
            spanne (in Jahren) 
Primaten  Macaca mulatta Rhesusaffe  29 
   Pan troglodytes Schimpanse  44 
   Gorilla gorilla  Gorilla  39 
   Homo sapiens  Mensch               115 
         
Fleischfresser Felis catus  Hauskatze  28 
   Canis familiaris Haushund  20 
   Ursus arctos  Braunbär  36 
         
Huftiere  Ovis aries  Schaf  20 
   Sus scrofa  Schwein  27 
   Equus caballus Pferd  46 
   Elephas maximus Indischer Elefant 70 
         
Nagetiere  Mus musculus  Hausmaus   3 
   Rattus rattus  Hausratte   5 
   Sciurus carolinensis Grauhörnchen  15 
   Hystrix brachyura Stachelschwein 27 
         
Fledermäuse Desmodus rotundus Gemeine Vampir 13 
   Pteropus giganteus Indischer Flughund 17 
         
Vögel  Streptopelia risoria Lachtaube  30 
   Larus argentatus Silbermöwe  41 
   Aquila chrysaëtos Steinadler  46 
   Bubo bubo  Uhu  68 
         
Reptilien  Eunectes murinus Große Anakonda 29 
   Macroclemys temminickii Geierschildkröte   58+ 
   Alligator sinensis China-Alligator  52 
   Testudo elephantopus Galapagosschildkröte  100+ 
 
Amphibien  Xenopus laevis Krallenfrosch  15 
   Bufo bufo  Erdkröte  36 
    Cynops pyrrhogaster Jap. Feuerbauchmolch 25 
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erwartung besitzen als Vertreter größerer Spezies. Dieser lineare Zusammenhang 
zwischen Körpermasse und maximaler Lebensspanne, ist für eine Vielzahl von Säuge-
tieren nachgewiesen worden, so z. B. für die Maus (Mus musculus) mit einer durch-
schnittlichen Lebenserwartung von 3 bzw. 3 ¼ und den Indischen Elefanten (Elephas 
maximus), der durchschnittlich 70 bzw. 77 und mehr Jahre lebt (COMFORT 1961, 
KIRKWOOD 1990). Für einige bestimmte Spezies (z. B. Fledermäuse und Beuteltiere) 
lässt sich solch ein Zusammenhang jedoch nicht herstellen (AUSTAD et al. 1991). Eine 
mögliche Ursache für den linearen Zusammenhang zwischen Körpermasse und der 
Lebenserwartung stellt die von ADELMAN (1988) erwähnte enge Beziehung zwischen 
der metabolischen Rate einer Spezies und deren maximaler Lebensdauer dar. Kleinere 
Säugetierspezies weisen eine höhere metabolische Rate als große Säugetierarten auf 
und konsumieren damit anteilig mehr Sauerstoff. Somit wird bei ihnen über den 
Stoffwechsel eine größere Menge an freien Radikalen gebildet, die in Bezug auf die Zeit 
einen höheren Schaden an zellulären Komponenten hervorrufen können. Eine geringere 
Lebensspanne ist die Folge.  
2.1.5   Lebenserwartung der Spezies Hund (Canis familiaris) 
Neben der Beobachtung, dass bei der Spezies Hund ein bis zu 40-facher Unterschied in 
der Körpermasse zwischen den einzelnen Hunderassen beobachtet werden konnte (so 
z. B. der Chihuahua mit einem durchschnittlichen Gewicht von 2 kg und der Bernhardiner 
mit durchschnittlich 75 kg Lebendgewicht) (MICHELL 2000), stellt sich auch die 
maximale und durchschnittliche Lebenserwartung der Rassen als sehr stark differierend 
dar (Tab. 2).  
Innerhalb der Spezies Hund lässt sich ein inverses Verhältnis zwischen der 
durchschnittlichen Körpermasse einer Rasse und ihrer Lebenserwartung herstellen 
(COMFORT 1961, LI et al. 1996, MICHELL 1999, MILLER et al. 1999, 
NASIR et al. 2001, PROSCHOWSKY et al. 2003, ROTH 1994). Diese von sehr vielen 
Autoren gemachte Beobachtung des inversen Verhältnisses zwischen der Lebens-
erwartung einer Hunderasse und ihrer Körpermasse konnte BRONSON in einer 1982 
durchgeführten retrospektiven Studie nicht bestätigen, allerdings gingen in diese Studie 
nur Werte pathologisch untersuchter Tiere ein.  
Häufig zu beobachten ist weiterhin das Phänomen, dass Mischlingshunde i.d.R. älter 
werden, als gleich große reinrassige Hunde. PATRONEK et al. (1997) geben für die von 
ihnen untersuchten Mischlinge eine durchschnittliche Lebenserwartung von 8,5 Jahren, 
für reinrassige Tiere von 6,7 Jahren an. PROSCHOWSKY et al. (2003) stellten eine 
Differenz von einem Jahr zwischen dem erreichten Durchschnittsalter aller untersuchten 
Hunde (10 Jahre) und dem von Mischlingshunden (11 Jahre) fest. BRONSON (1982) 















































































Tab. 2: Übersicht über das 
Durchschnittsalter zum Tod
von ausgewählten Hunde-
rassen, gekürzt und über-
setzt aus MICHELL (1999). 
Auffällig ist, dass große 
Hunderassen, wie z. B. Bull-
doggen, Deutsche Doggen, 
Lhasa Apso, und St. Bernard 
eine deutlich geringere Lebens-
erwartung aufweisen, als sehr 
kleine Rassen, wie z. B. be-
stimmte Terrierrassen, wie der 
Shih Tzu und der Whippet. 
N: Anzahl der untersuchten 
Tiere 
Tieren diesen Unterschied zwischen reinrassigen Tieren und Mischlingshunden nicht 
feststellen.  
Als eine Begründung für den oben erwähnten Unterschied zwischen reinrassigen 
Hunden und Mischlingen in Bezug auf die durchschnittliche Lebenserwartung wird bei 
PATRONEK et al. (1997) angegeben, dass es bei den Rassehunden zur Selektion 
phänotypischer Merkmale kommt und dass diese Selektion den Vorgang des Alterns 
beschleunigen kann. 
 










Basset  10 12,8
Beagle 16 13,3








Cavalier King Charles 59 10,7
Chihuahua 12 13
Chow-Chow 7 13,5







Deutscher Schäferhund 287 10,3
Deutsch Kurzhaar 7 12,3
Golden Retriever 205 12
Deutsche Dogge 44 8,4
Greyhound 5 13,2
Irish Setter 20 11,8
Irischer Wolfshund 9 6,2
Jack Russell 75 13,6
Labrador Retriever 328 12,6





Rhodesian Ridgeback 10 9,1
Rottweiler 101 9,8
Samojede 9 11
Shih Tzu 14 13,4







































Abb. 1: Übersicht über 
die Altersentwicklung der 
Hundepopulation von 
1983 bis 1995 aus 
KRAFT et al. (1997).
Die durchschnittliche Lebenserwartung differiert zwischen intakten Rüden (9,8 Jahre) 
und Hündinnen (10,0 Jahre) nur gering (EICHELBERG et al. 1996). Ein geschlechtsbe-
zogener Unterschied in der Lebenserwartung konnte von KRAFT et al. (1997) nicht 
nachgewiesen werden. Jedoch wiesen kastrierte männliche und weibliche Hunde eine 
um durchschnittlich 1 Jahr längere Lebenszeit als nicht kastrierte Tiere auf. 
 
Im Gegensatz zur maximal möglichen Lebensdauer ist das Durchschnittsalter einer 
Spezies höchst variabel. Diese Variabilität wird vor allem durch Veränderungen der 
Lebensbedingungen hervorgerufen. Diese haben allerdings keinen Einfluss auf die 
maximal mögliche Lebensspanne einer Spezies. Durch die optimierten Lebens-
bedingungen steigt also nur die Anzahl der Individuen, bei denen sich die 
durchschnittliche Lebenserwartung der maximalen Lebenserwartung annähert 










Das Durchschnittsalter der Spezies Mensch hat sich in den letzten Jahrhunderten deut-
lich erhöht (OLSHANSKY 2002) und auch bei Hunden hat eine vergleichbare Entwick-
lung stattgefunden (EICHELBERG et al. 1996). Die durchschnittliche Lebenserwartung 
ist in den letzten Jahrzehnten deutlich angestiegen (KRAFT et al. 1997) (Abb. 1).  
Dieses wird unter anderem darauf zurückgeführt, dass immer mehr Hunde in Städten 
leben, und die Tierbesitzer mit ihren Tieren häufiger den Tierarzt aufsuchen 
(HAYASHIDANI et al. 1988, RAHLFS 1975). Auch nahm die Häufigkeit der Kastrationen 
in den letzten Jahrzehnten deutlich zu, was zu einer Verlängerung der durchschnittlichen 
Lebenserwartung führt (KRAFT et al. 1997). 
Auch die den Bedürfnissen der Tiere besser angepasste Fütterung dürfte eine Ursache 
für die deutlich gestiegene Lebenserwartung darstellen (KRAFT et al. 1997) (Abb. 1). 
Generell kann im Leben eines Tieres zwischen der Phase des Wachstums des Tieres, 
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der Adoleszenz, und dem Altern unterschieden werden (MOSIER 1990). Der Nähr- und 
Mineralstoffbedarf ist in den einzelnen Lebensphasen für das Einzeltier sehr verschieden 
(HARPER 1998a, HARPER 1998b, WANNEMACHER et al. 1966). Das Nahrungsan-
gebot sollte den Bedürfnissen in den verschiedenen Abschnitten der Wachstumsphase 
angepasst werden, um zum einen den Nährstoffbedarf zu decken und zum anderen eine 
Überfütterung zu vermeiden (BAUMBACH 2000, KAISER 2003, SCHULZE 2000). Die 
Phase des Wachstums reicht in Abhängigkeit von der Hunderasse von der Geburt des 
Tieres bis zum ersten bzw. zweiten Lebensjahr (MOSIER 1990). Im Alter kommt es 
durch veränderte Stoffwechselvorgänge und eine eingeschränkte Bewegung des Tieres 
zu einem verminderten Nährstoffbedarf (HARPER 1998a, HARPER 1998b).  
2.1.6   Auswirkungen des Alterns auf die Spezies Hund 
Veränderungen, die mit dem Altern einhergehen, finden wie bei anderen Spezies auch 
beim Hund in den Anfängen eher schleichend statt (MACDOUGALL et al. 1984). Die 
Ausbildung eines grauen Haarkleides, v.a. um die Schnauze herum, ist eines der ersten 
Anzeichen. Weiterhin fallen im Phänotyp folgende Änderungen auf: Hautverdickung mit 
zunehmender Pigmentierung, ein dünneres Haarkleid, Reduktion der Muskelmasse, 
Hang zur Fettleibigkeit, Hyperkeratosen der Nase und der Ballen, sowie stark wachsende 
Nägel. Die verminderte Aktivität älterer Tiere kann durch Verhaltensänderungen 
hervorgerufen werden oder aber durch eine auf Grund des Muskelabbaus verminderte 
Bewegungsfähigkeit.  
 
Verhaltensprobleme im Alter sind bei Hunden denen von Menschen, die an Alzheimer 
erkrankt sind, nicht unähnlich (LANDSBERG et al. 1997). Die Senilität der Hunde zeigt 
sich in Lethargie und dem Verlust der Adaptationsfähigkeit an eine sich ändernde 
Umwelt (MACDOUGALL et al. 1984). Auch der Verlust von speziellen Sinnen, wie dem 
Hören und Sehen, tritt mit zunehmendem Alter verstärkt auf und kann ebenfalls zu Ver-
haltensänderungen beitragen.  
 
Nach STRASSER et al. (1997) kommt es bei älteren Hunden zu vielfältigen Veränder-
ungen bei Labor- und funktionellen Parametern. So kommt es z. B. zu einer signifikanten 
Verminderung der meisten Parameter des roten Blutbildes (Erythrozytenzahl, Hämatokrit, 
Hämoglobinkonzentration und mittleres Erythrozytenvolumen). Auch das weiße Blutbild 
ist von solchen altersabhängigen Veränderungen betroffen. Es kommt zu einer ver-
minderten Zellzahl und zu einer reduzierten Aktivität der weißen Blutzellen 
(HEATON et al. 2002, STRASSER et al. 1997). Bei den funktionellen Parametern unter-
suchten STRASSER et al. (1997) weiterhin das Herz-Kreislaufsystem, das Atmungs-
system, den Stoffwechsel, Veränderungen im Plasma, die Glukosetoleranz und die 
Nierenfunktion. In all diesen Organsystemen können Veränderungen mit zunehmendem 
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Alter des Tieres festgestellt werden (HAIDET et al. 1991, HAMLIN 1990, MAUDERLY 
et al. 1982). So nimmt z. B. der Energiebedarf alter Hunde um bis zu 40 % ab (MOSIER 
1989). Auch die Fähigkeit, sich an unterschiedliche Umgebungstemperaturen anzu-
passen, nimmt bei älteren Tieren deutlich ab (MACDOUGALL et al. 1984).  
Neben diesen physiologischen Veränderungen kommt es häufig mit zunehmendem Alter 
des Hundes zur Ausbildung von meist mehreren Krankheiten gleichzeitig, der so 
genannten Altersmultimorbidität (KRAFT et al. 1990). Unter anderem nehmen folgende 
Krankheiten mit steigendem Lebensalter an Häufigkeit zu: nichtentzündliche Haut-
krankheiten, Otitiden, Herzerkrankungen, chronische Atemwegserkrankungen, Krank-
heiten der Maulhöhle, Hepatopathien, Harnwegsinfekte, ZNS-Erkrankungen und 
Tumoren. Bei Diabetes mellitus und Erkrankungen des Endokriniums kommt es zu einem 
sprunghaften Anstieg der Erkrankungsraten zwischen dem 4. und 6. Lebensjahr bzw. 
dem 3. und 6. Lebensjahr (KRAFT et al. 1990). 
 
Zahlreiche Untersuchungen versuchten zu klären, welche Erkrankungen letztendlich die 
Todesursache für Hunde darstellen (BRONSON 1982, EICHELBERG et al. 1996, 
MICHELL 1999, PROSCHOWSKY et al. 2002) (Abb. 2). Es wurden deutliche Unter-
schiede in der Verteilung der Todesursachen zwischen den einzelnen Rassen gefunden. 
Keine dieser aufgeführten Untersuchungen ist allerdings repräsentativ für die gesamte 
Hundepopulation. Auffällig ist jedoch die hohe Rate an Todesfällen durch Tumorer-
krankungen. Andere Erkrankungen, wie chronische Niereninsuffizienz, Herz-Kreislauf- 
und Atemwegserkrankungen sowie Erkrankungen des Verdauungsapparates sind zwar 
seltener als Tumorerkrankungen, machen aber trotzdem einen recht großen Anteil der 

































(in %) (n = 9248, da-
von 4528 ♀♀ und 
4720 ♂♂) nach
EICHELBERG et al. 
(1996). 
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2.2   Alternsforschung 
2.2.1   Alternstheorien 
Bis heute gibt es noch keine allgemein akzeptierte Theorie, die die Mechanismen des 
Alterns erklärt (COMFORT 1961). Veränderungen, die im Zusammenhang mit dem 
Altern stehen, können auf verschiedenen Ebenen betrachtet werden. Hierzu zählen unter 
anderem die molekulare Ebene, die Organelle, die Zelle, das einzelne Organ, der 
Organismus und die Population (HAYFLICK 1985, PIETSCHMANN 2003). Diesen ein-
zelnen Ebenen, in denen altersbedingte Veränderungen stattfinden, können ver-
schiedene Theorien zugeordnet werden. Nach HAYFLICK (1985) muss zwischen den 
Organtheorien, physiologischen Theorien und genombasierten Theorien unterschieden 
werden. Vorgestellt werden die Theorien nach seiner Einteilung (Kap. 2.2.2).  
Andere Wissenschaftler, wie zum Beispiel DICE (1993), teilen diese Theorien nur in 
Fehler-Theorien und programmierte Theorien ein (Abb. 3). Diese Einteilung entsteht 
dadurch, dass eine klare Trennung der Alternstheorien auf Grund fließender Übergänge 
selten möglich ist. Auch kann keine dieser Theorien bis zum jetzigen Zeitpunkt alle 




























      Theorie         Beschreibung 
Fehler-Theorien   
  „Rate of living“ fixes metabolisches Potential für einen  
  lebenden Organismus 
    
  Abfallprodukte bestehend aus einer toxischen Substanz 
  Somatische Mutationen Mutationen innerhalb somatischer Zellen 
  Quervernetzung Quervernetzung von Makromolekülen  
  Freie Radikale Hyperaktive Sauerstoffradikale 
  Fehler-Katastrophe exponentielle Fehler in der Protein- 
  synthese 
  Veränderte Proteolyse Veränderungen im Proteinabbau 
Programm-Theorien   
  Codon-Restriktion Genauigkeit der mRNA-Translation ist  
  durch die Unfähigkeit, Codons der  
  mRNA zu entschlüsseln, herabgesetzt 
  Mehrmaliger DNA  mehrfache Genkopien werden inaktiviert 
  Verlust oder gehen verloren 
  Telomerenkürzung veränderte Telomeraseaktivität 
  Terminale Differenzierung Wachstumsstimulatoren werden nicht  
    
gebildet oder Wachstumsinhibitoren 























Abb. 3: Übersicht über 
zelluläre Alternstheorien, 
und über die von ihnen 
hervorgerufenen moleku-
laren Veränderungen, ge-
kürzt und übersetzt aus 
DICE (1993)  
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2.2.2   Ebenen des Alterns nach HAYFLICK (1985) 
2.2.2.1   Organtheorien 
Mit zunehmendem Alter kommt es zu Veränderungen in den Organfunktionen. Vor allem 
das Immunsystem und das Neuroendokrine System sind betroffen (HAYFLICK 1985). 
 
Die Infektionsabwehr nimmt mit zunehmendem Alter immer mehr ab, die Autoimmunität 
hingegen nimmt immer weiter zu (WALFORD 1974). Hierbei sind bei vielen Säuger-
spezies verschiedene Aspekte des Immunsystems betroffen (Übersicht mit Literatur-
verweisen bei GREELEY et al. 1996). 
Die Annahme, dass die Veränderungen, die im „alternden“ Immunsystem gefunden 
werden können, Ursache für das Altern des Gesamtorganismus darstellen, ist allerdings 
mit Vorsicht zu betrachten. Nicht alle Organismen, die Alterungsprozessen unterworfen 
sind, besitzen überhaupt ein Immunsystem. Jedoch können die altersabhängigen 
Veränderungen dieses Organsystems nach MILLER (1996) die Lebenserwartung, die 
Morbidität und die Mortalität einer Spezies beeinflussen.  
Weiterhin ist anzumerken, dass das Immunsystem aus einer Vielzahl von Zellen besteht, 
die möglicherweise durch ein genetisch fixiertes Programm als Einzelzellen der Alterung 
unterworfen sind und somit zu Veränderungen in der Funktion des gesamten Systems 
führen (HAYFLICK 1985). Die möglichen Veränderungen der Einzelzelle könnten z. B. 
durch Mechanismen der zellulären Seneszenz hervorgerufen werden.  
 
Auch im Neuroendokrinium finden im Alter zahlreiche Veränderungen statt (CELLA et al. 
1989, COLONNA et al. 1994). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es zu 
4 grundlegenden Änderungen hinsichtlich des hormonellen Systems gibt (Ver-
änderungen an den endokrinen Kontrollorganen; Veränderungen an der Empfindlichkeit 
der Zielorgane; funktionelle Veränderungen der endokrinen Organe; Veränderungen in 
der Wirkung der Hormone) (BELLAMY 1967).  
Da dieses System weitreichenden Einfluss auf sämtliche Vorgänge im Organismus 
ausübt, wird auch hier von einigen Forschern angenommen, dass diese Veränderungen 
eine Ursache für den Alterungsprozess darstellen (HAYFLICK 1985). 
2.2.2.2   Physiologische Theorien 
Zu den physiologischen Theorien des Alterns werden nach HAYFLICK (1985) die Freie-
Radikal-Theorie, die Theorie der Quervernetzung und die Abfall-Produkt-Theorie gezählt. 
 
Nach HARMAN (1981) wird Altern hauptsächlich durch den Schaden hervorgerufen, der 
durch freie Radikale in den Zellen entsteht (Abb. 3). Diese Radikale entstehen durch 
ionisierende Strahlung sowie nicht enzymatische und enzymatische Reaktionen in den 
Zellorganellen (HAYFLICK 1985). Die Bildung freier Radikale ist ein physiologischer 
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Vorgang (PACIFICI et al. 1991). In den Zellen kommt es durch Antioxidantien und 
Enzyme zum Abbau bzw. zum Unschädlichmachen dieser Radikale. Eine vollständige 
Eliminierung ist jedoch nicht möglich, so dass im Lebensverlauf Schäden an zellulären 
Proteinen, Lipiden und Kohlenhydraten entstehen. Die Abnahme der Reparatur-
mechanismen mit zunehmendem Alter des Organismus (bzw. seiner Untereinheiten) 
führt zu einem Anstieg der Anzahl defekter Biomoleküle, und trägt damit zur Alterung bei 
(HEATON et al. 2001, PACIFICI et al. 1991, OLSHANSKY et al. 2002). Nach ROTH 
(1993) stellen freie Radikale jedoch nicht die einzige Ursache für den Alterungsprozess 
dar. 
 
Vertreter der Theorie der Quervernetzung gehen davon aus, dass es mit zunehmendem 
Alter zu einer vermehrten Verbindung von Makromolekülen der extrazellulären Matrix 
untereinander und mit intrazellulären Molekülen wie DNA und RNA kommt (Abb. 3). 
Diese molekularen Aggregate akkumulieren, führen zu einer Dysfunktion der so ver-
bundenen Moleküle und sollen die ersten molekularen Vorgänge sein, die zum Altern 
führen. Allerdings ist noch kein Beweis erfolgt, dass diese Verbindung von Makro-
molekülen tatsächlich zu mit dem Altern assoziierten Vorgängen führt (HAYFLICK 1985). 
 
Lipofuszin ist ein Abfallprodukt, welches sich in seneszenten Organismen, vor allem in 
postmitotischen Zellen (z. B. Neurone und glatte Muskelzellen) ansammelt (Abb. 3). Bei 
der Abfall-Produkt-Theorie wird davon ausgegangen, dass die Akkumulation von 
Lipofuszin zu einer Behinderung der Zellfunktion führt und damit eine Ursache für das 
Altern darstellt. Da Lipofuszin nur in teilungsunfähigen Zellen akkumuliert und die 
Akkumulation reversibel ist, scheint die Rolle von diesem Pigment in Bezug auf das 
Altern eher gering zu sein (KIRKLAND 1992). 
2.2.2.3   Genombasierte Theorien 
Von vielen Wissenschaftlern wird angenommen, dass die Lebensspanne eines 
Individuums stark von genetischen Mechanismen abhängig ist (HAYFLICK 1985). 
Zu den genombasierten Theorien werden die Somatische Mutationstheorie, die Fehler-
Theorie und die Programmtheorie des Alterns gezählt. 
 
Bei der Somatischen Mutationstheorie wird von einer Akkumulation von Mutationen in 
somatischen Zellen ausgegangen (Abb. 3). Als Konsequenz ergeben sich fehlerhafte 
Abläufe in der RNA- und Proteinsynthese, die letztendlich zum Erscheinungsbild des 
Alterns führen. Sowohl extrinsische (geringe Strahlungsdosen) als auch intrinsische (freie 
Radikale oder zerstörende Enzyme) Faktoren werden für die Entstehung der Mutationen 
verantwortlich gemacht (KORMENDY et al. 1971). Die Anzahl der DNA-Schäden ist 
unter anderem von der Effizienz der Reparatursysteme abhängig. Umso geringer die 
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Effektivität der DNA-Reparatur ist, desto geringer ist die Lebensspanne einer Spezies 
(HART et al. 1974).  
 
Die Fehler-Theorie ist der somatischen Mutationstheorie sehr ähnlich (Abb. 3). Nach 
MEDVEDEV (1972) kommt es durch den Verlust von einmaligen DNA Sequenzen zu den 
im Alter beobachteten Veränderungen.  
 
Die Programm-Theorie geht davon aus, dass es ein genetisches Programm gibt, welches 
sämtliche Vorgänge, die das Altern betreffen, reguliert (Abb. 3). Unter anderem haben 
HAYFLICK et al. (1961) durch Versuche mit humanen Fibroblasten eine, nach ihrer 
Meinung genetisch fixierte Eigenschaft, nämlich das finite replikative Vermögen dieser 
Zellen, gefunden (Kap. 2.2.3). 
Vielfältige Mechanismen werden der Programm-Theorie zu Grunde gelegt (DICE 1993). 
Einer hiervon hat in den letzten Jahren besondere Beachtung gefunden: die Verkürzung 
von Telomeren. Telomeren sind die die einsträngigen Chromosomenenden linearer 
Chromosomen. Sie bestehen aus sich wiederholenden DNA-Sequenzen (TTAGGG bei 
Wirbeltieren), die eine Länge von bis zu 20 kbp aufweisen können. Die Sekundärstruktur 
der Telomeren ist gefaltet. Durch ihre Größe und Sekundärstruktur haben Telomeren 
einen bedeutenden Anteil an der Stabilität der Chromosomen. Bei jeder Zellteilung 
kommt es zu einer Verkürzung der Telomeren. Bei dem Erreichen der kritischen Größe 
von 4 kbp kommt es i.d.R. zum Zelltod. Keimzellen, embryonale Stammzellen, Zellen des 
Immunsystems und viele Krebszellen besitzen ein zusätzliches Enzym, die so genannte 
Telomerase. Dieses Enzym heftet bei der Zellteilung abgespaltene Telomerenbruch-
stücke wieder an das Telomer. Somit wird der programmierte Zelltod verzögert.  
Für eine Vielzahl von Spezies konnte mittlerweile gezeigt werden, dass die Verkürzung 
der Telomeren bei Zellteilungen letztendlich zur Ausbildung replikativer Seneszenz führt 
(CHIU et al. 1997, SHIELS et al. 1999, LANZA et al. 2000). CARMAN et al. (1998) 
konnten allerdings bei normalen, dipoiden, embryonalen Zellen vom Syrischen Hamster 
keinen Zusammenhang zwischen der replikativen Seneszenz und der Telomeren-
verkürzung darstellen.  
Weitere Mechanismen der Programm-Theorie sind in der Abbildung 3 aufgelistet. 
2.2.3   Zelluläre Seneszenz 
Das Altern stellt einen hochkomplexen Vorgang dar. Zellkultursysteme sind geeignet, 
Veränderungen an Zellpopulationen außerhalb des Organismus, d.h. ohne Wechsel-
wirkungen, näher zu untersuchen.  
HAYFLICK et al. (1961) beschreiben ausführlich die Kultivierung fetaler humaner 
Fibroblasten unterschiedlicher Gewebe von der Entstehung der Primärkultur bis zur 
einsetzenden Degeneration der Zellen. Die Autoren beobachteten im Verlauf der 
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Kultivierung zahlreiche morphologische Veränderungen an den Zellen. Diploide humane 
fetale Lungenzellen (im Verlauf der ersten Passagen) zeigten sich als sehr lange Zellen, 
deren Zellkern 1 bis 4 Nukleoli enthielt. Einzelne Zellen zeigten zytoplasmatische 
Granula. Mehrkernige Zellen wurden in diesem Stadium nur sehr selten gefunden. Die 
Zellen lagerten sich in „Fischschwärmen“ an. Chromosomale Veränderungen konnten an 
den Zellkulturen nicht beobachtet werden.  
Als Wachstumscharakteristikum wurde eine zu Beginn sehr hohe metabolische Aktivität 
beschrieben. Im Verlauf der Kultivierung nahm die Anzahl mitotischer Figuren immer 
mehr ab und zellulärer Debris sammelte sich an. Diese Veränderungen erfolgten über 
einen Zeitraum von 1 bis 3 Monaten. Die Zellen waren nicht mehr spindelförmig. Ihre 
metabolische Aktivität behielten sie die ganze Zeit über. 
HAYFLICK et al. (1961) unterteilten dieses von ihnen beschriebene Verhalten der Zellen 
in vitro in 3 Phasen (Abb. 4). Die erste Phase beschreibt den Zeitraum (1 bis 3 Wochen), 
in dem es zur Ausbildung der Primärkultur aus dem Originalgewebe kommt. Das Ende 
dieser Phase ist bestimmt durch das Erreichen der ersten Konfluenz und der darauf 
folgenden Subkultivierung. Die zweite Phase (2 bis 10 Monate) ist gekennzeichnet von 
sich sehr stark teilenden Zellen mit einer hohen metabolischen Aktivität. Es werden 
konfluente Monolayer ausgebildet. Das Ende von Phase 2 ist mit dem Einsetzen der Zell-
degeneration erreicht. In der dritten Phase sinkt die mitotische Aktivität der kultivierten 
Zellen ab während die Ausbildung von Zelltrümmern stetig zunimmt. In dieser so ge-
nannten terminalen Phase benötigen die Kulturen auf Grund der verlängerten Genera-
tionszeiten, immer mehr Zeit, um Konfluenz zu erreichen. 
 
Nach MACIEIRA-COELHO et al. (1982) wurden die 3 Phasen, die von HAYFLICK et al. 
(1961) für das proliferative Verhalten von Fibroblasten bei der Kultivierung in vitro 
beschrieben wurden, um eine weitere Phase erweitert. In dieser vierten Phase kommt es 
zu vielfältigen Veränderungen, sowohl des Teilungsverhaltens der Zellen als auch vieler 
Stoffwechselvorgänge (Auflistung mit Literatur bei MACIEIRA - COELHO et al. 1982).  
 
HAYFLICK et al. (1961) nahmen an, dass es sich bei den in Phase 3 beobachteten 
Phänomenen, also die Einstellung der Proliferation, die Bildung von Detritus und die 
vollkommene Degeneration der Kultur, um einen Prozess handelt, der auf zellulärer 
Ebene das Altern darstellt. Dieser Vorgang ist nach ihrer Meinung intrinsisch gesteuert. 
Diese in vitro beobachtete zeitlich limitierte Fähigkeit zur Zellteilung bei humanen 
diploiden somatischen Zellen wird allgemein als so genanntes Hayflick-Phänomen, bzw. 
als replikative Seneszenz, bezeichnet. 
Nach CAMPISI (2001) sollte zwischen dem Begriff der zellulären Seneszenz (Gesamtheit 
der zellulären Veränderungen) und der replikativen Seneszenz (hervorgerufen durch 















Abb. 4: Darstellung der von HAYFLICK 
et al. (1961) postulierten Phasen in der 
Zellkultur mit möglicher Entstehung 
einer Zelllinie. 
Phase 1 (Primärkultur) endet mit Aus-
bildung des ersten konfluenten Monolayers. 
Phase 2 ist gekennzeichnet von einer 
starken Proliferation der Zellen. Zu jedem 
Zeitpunkt in dieser Phase kann es zur 
Bildung einer Zelllinie kommen (potentiell 
„unsterbliche“ Zellen). Phase 3 ist durch 
den Verlust der Zellstämme gekenn-
zeichnet.   
somatische Zellen anderer Spezies nachgewiesen (CAMPISI 2001). Seneszente Zellen 
zeigen 3 allgemeine Charakteristika (Wachstumsarrest in der G1-Phase, geänderte Zell-
funktionen, Resistenz gegenüber Apoptose (CAMPISI 1996, WANG 1995). Gesteuert 
wird die replikative Seneszenz über vielfältige dominante Gene und sie ist von der 
Anzahl der bereits erfolgten Zellteilungen (Kap. 2.2.2.3), aber nicht von der Zeit per se, 




Bei einigen Spezies kommt es im Verlauf der Zellkultivierung zur spontanen 
Transformation der Zellen. Die Zellen weisen nach der Transformation eine unendliche 
Teilungskapazität auf. An diesen Zellen lassen sich keine zellulären Alterungsvorgänge 
beobachten. Sie entgehen der replikativen Seneszenz und der folgenden zellulären De-
generation. Bestimmte Zellstämme von Ratten und Mäusen transformieren sehr häufig 
spontan (BRUCE et al. 1986, KONTERMANN et al. 1979). Auch bei Zellkulturen von 
Katzen konnten Spontantransformationen festgestellt werden (STANLEY et al. 1975). 
Menschliche Zellen hingegen transformieren nur sehr selten spontan (MATSUMURA 
et al. 1979, ROHME 1981).  
Transformierte Zellen besitzen im Vergleich zu normalen somatischen Zellen nach KIM 
et al. (1994) sehr häufig eine Telomeraseaktivität. Die abnorme Aktivität der Telomerase 
in den Tumorzellen kann zu einem uneingeschränkten replikativen Vermögen führen 
(Kap. 2.2.2.3). Das Einstellen der Replikation von somatischen Zellen (replikative Senes-
zenz) wird von vielen Wissenschaftlern als (nicht perfekter) Mechanismus angesehen, 
um die Ausbildung von Tumoren zu unterdrücken (CAMPISI 2001).  
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2.2.4   Verwendung von Fibroblasten für In-vitro-Versuche  
Bei Fibroblasten handelt es sich um wenig spezialisierte, aktive Bindegewebszellen. Sie 
machen den Hauptanteil der zellulären Fraktion der Dermis aus. Fibroblasten sind neben 
z. B. Chondro- und Osteoblasten an der Bildung der Interzellularsubstanz beteiligt. Zu 
diesen Substanzen zählen die geformte Grundsubstanz (Kollagenfasern, retikuläre 
Fasern und elastische Fasern) und die ungeformte Grundsubstanz (polyanionische 
Proteoglykane und Strukturproteoglykane). Fibroblasten sind spindelförmige Zellen mit 
unregelmäßig geformten Zellausläufern. In ihrer inaktiven Form (eingestellte Produktion 
extrazellulärer Matrix) werden sie als Fibrozyten bezeichnet (LIEBICH 1993).  
Fibroblasten werden häufig zur Untersuchung der zellulären Seneszenz in vitro genutzt 
(NORWOOD et al. 1990). Die limitierte Lebensspanne dieser Zellen in der Zellkultur stellt 
für diese Untersuchungen einen Vorteil dar (HAYFLICK 1965). Weiterhin ist die meist un-
problematische Gewinnung von Zellmaterial als Vorteil dieses Zelltypus gegenüber 
anderen Zellarten anzusehen. Auch sind für die Kultivierung der Fibroblasten bei den 
meisten Aufgabenstellungen keine kompliziert zusammengesetzten Nährmedien not-
wendig. Ein weiterer Vorteil ist in der geringen Verdopplungszeit der Kulturen zu sehen 
(Culture doubling time), die es erlaubt, viele Zellen in einem kurzen Zeitraum zu kul-
tivieren und zu untersuchen (PEACOCKE et al. 1991, SMITH et al. 1984).  
Da ausreichend spezifische Marker für Fibroblasten nicht vorhanden sind, ist die genaue 
Zuordnung der kultivierten Zellen zu einem Zelltypus oft nicht eindeutig möglich. Um 
welchen Zelltypus es sich im konkreten Fall handelt, kann u.a. durch die mikroskopische 
Untersuchung morphologischer Strukturen und des Verhaltens der Zellen in der Kultur 
näher eingeschränkt werden (WILLMER 1965). Eine endgültige Identifikation der ange-
züchteten Zellen ist meist nicht möglich, so dass man nach Möglichkeit von der 
„fibroblast-like-cell“ (fibroblastenähnliche Zelle) sprechen sollte (NORWOOD et al. 1990, 
SCHNEIDER et al. 1981). Antikörper gegen von Fibroblasten exprimierte Antigene (so 
z. B. Cd 90 [KOUMAS et al. 2003]) sind meist nicht ausreichend spezifisch für diesen 
Zelltypus.  
2.2.5   Das Verhalten von Fibroblasten in vitro und die Zusammenhänge zur 
maximalen und durchschnittlichen Lebensspanne einer Spezies, dem Spender-
alter und dem Gesundheitsstatus des Spenders  
RÖHME (1981) konnte anhand von In-vitro-Versuchen mit Fibroblasten zeigen, dass ein 
linearer Zusammenhang zwischen der maximalen Lebensspanne der untersuchten 
Säugetierspezies und der IVL (angegeben als PDL) der Fibroblasten besteht (Abb. 5).  
Auch bei poikilothermen Tieren (Galapagos Schildkröte) konnte ein Zusammenhang 
zwischen dem mitotischen Potential von Fibroblasten und der maximalen Lebensspanne 





















Abb. 5: Darstellung des Verhältnisses 
zwischen der maximalen Lebensspanne 
einer Spezies und der Lebensspanne 
von Fibroblasten nach RÖHME (1981). 
Der Korrelationskoeffizient beträgt 0,95. 
Zusammenhang zwischen dem Proliferationsvermögen kaniner dermaler Fibroblasten 
und der durchschnittlichen Lebenserwartung von Hunderassen herstellen.  
STANLEY et al. (1975) konnten hingegen keinen Zusammenhang zwischen der 
Teilungsfähigkeit von Fibroblasten und der maximalen Lebensspanne einer Spezies 
finden. Allerdings wurde von dieser Arbeitsgruppe der Beginn der Transformation von 
z. B. Zellkulturen des Kaninchens nicht genau bestimmt, so dass sie eine Lebensspanne 
der Zellen von 70 PD erhielten, wohingegen RÖHME et al. (1981) bei genauer Be-





HAYFLICK (1965) untersuchte, ob zwischen den Zellen fetaler und adulter Spender in 
vitro Unterschiede festzustellen sind. Morphologisch waren die von unterschiedlich alten 
Donoren gewonnen Zellen nicht voneinander zu unterscheiden. Allerdings differierte die 
Anzahl an Zellteilungen in der Phase 2 deutlich. Humane diploide Lungenfibroblasten 
fetaler Spender teilten sich wesentlich häufiger als Fibroblasten adulter Spender. 
MARTIN et al. (1970) konnten zeigen, dass bei gesunden Hautspendern eine negative 
Korrelation zwischen dem Proliferationsvermögen humaner Fibroblasten und dem Alter 
des Hautspenders besteht (Abb. 6). Auch SCHNEIDER et al. (1976) und SMITH et al. 
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(1978) konnten zwischen den maximal möglichen Zellteilungen und dem Spenderalter 
des Menschen eine negative Korrelation finden. 
 
 
Abb. 6: Darstellung der erreichten CPDL humaner dermaler Fibroblasten in Abhängigkeit vom Alter 
des Hautspenders nach MARTIN et al. (1970). 
Die leeren Kreise sind Werte für gesunde Hautspender, gefüllte Zeichen wurden für die Darstellung von homo- 
bzw. heterozygoten Merkmalsträgern der so genannten Progerie-Syndrome (Werner-Syndrom, Hutchinson-
Gilford-Syndrom, Rothmund-Syndrom) gewählt. Der Durchschnitt für die Altersgruppen wurde als horizontaler 
Strich abgebildet.  
 
BALIN et al. (2002) und GOLDSTEIN et al. (1978) konnten in ihren Studien hingegen bei 
gesunden Hautspendern keinen direkten Zusammenhang zwischen dem Teilungsver-
mögen kultivierter Zellen und dem Alter des Spenders herstellen.  
 
Auch die Länge der latenten Periode, in der die Zellen aus dem Explantat auswandern, 
scheint abhängig vom Alter des Hautspenders zu sein. So konnten MICHL et al. (1968) 
bei Zellkulturen von Meerschweinchen und Ratten nachweisen, dass bei älteren 
Spendertieren die Auswanderungsphase (in Abhängigkeit vom untersuchten Gewebe) 
länger ist.  
Hautfibroblasten von Donoren, die an einer so genannten Progerie (u.a. Hutchinson-
Gilford-Syndrom und Werner-Syndrom) erkrankt sind, zeigen eine wesentlich geringere 
Teilungsfähigkeit als Zellen gesunder Hautspender (GOLDSTEIN 1969, MARTIN et al. 
1970). Bei beiden Erkrankungen sind Ähnlichkeiten zum normalen Alterungsprozess 
festzustellen. Dieser setzt allerdings wesentlich früher als bei gesunden Menschen ein. 
Das Hutchinson-Gilford Syndrom beginnt bereits im Kindesalter, das Werner Syndrom 
dagegen erst mit der Pubertät. Bei beiden Erkrankungen kommt es zur Ausbildung eines 









N: Zellzahl bei Subkultivierung 
N0: inokulierte Zellzahl 
t: Stunde der Subkultivierung 
t0: Stunde der Inokulation 
N: Zellzahl bei Subkultivierung 
N0: inokulierte Zellzahl 
erkrankten Menschen (z. B. Hutchinson-Gilford-Syndrom) konnte nachgewiesen werden, 
dass die Telomerenlänge von Fibroblasten signifikant geringer ist, als die von gesunden 
Hautspendern (ALLSOPP et al. 1992). 
 
Auch eine Diabetes-mellitus-Erkrankung beim Menschen führt zu einem verminderten 
replikativen Potential von Fibroblasten (MARTIN et al. 1970). 
2.2.6   Bestimmung der Parameter der replikativen Seneszenz  
Das PDL (oder auch die Generationszahl) einer Kultur, kann über zwei verschiedene 
Wege bestimmt werden. Eine Möglichkeit ist es, über die split-ratio, die bei den Subkulti-
vierungen verwendet wird, die PDL zu bestimmen (MATSUMURA et al. 1979). Die 
genauere Methode ist die Einbeziehung der Zellzahl bei Inokulation und die erreichte 
Zellzahl, die bei der darauf folgenden Subkultivierung bestimmt wird (CRISTOFALO et al. 
1980, LINDL 2002d). Folgende Formel wird für die Berechnung der PDL herangezogen:  
 







Das CPDL ist die Summe aller vorher berechneten PDL (CRISTOFALO et al. 1998, 
ROSEN et al. 1981).  
 
( ) ( )∑=  xZeitpunkt zum bis PDL xZeitpunkt zum CPDL  
 
Das HPDL stellt die Summe aller PDL bis zum Ende der IVL der Kulturen dar 
(MATSUMURA, et al. 1979). 
 
( )max.CPDLHPDL =  
 
Die Generationszeit (oder auch Culture Doubling Time) ist die Zeit, die eine Zellkultur 
benötigt, um die Anzahl ihrer Zellen zu verdoppeln. Für die Kalkulation der 
Generationszeit werden Wachstumskurven der Zellkulturen bestimmt und der Bereich 
des exponentiellen Wachstums wird zur Berechnung der Generationszeit herangezogen 
(LINDL 2002c, MORGAN et al. 1994, REED et al. 1994).  
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Die IVL oder auch replikative Lebensspanne einer Zellkultur ist der Zeitraum zwischen 
dem Beginn der Kultivierung in vitro und dem Einstellen der proliferativen Aktivität der 
Zellen. Das Ende dieses Zeitfensters wird von den Autoren unterschiedlich definiert. In 
der Regel gehen die Autoren davon aus, dass innerhalb einer bestimmten Zeitspanne die 
Kultur keine Konfluenz mehr erreicht, eine Verdopplung der Zellzahl nicht mehr erfolgt 
oder aber überhaupt keine Zunahme der Zellzahl zu registrieren ist (HADLEY et al. 1979, 
MATSUMURA et al. 1979, MILLIS et al. 1992, ROSEN et al. 1981, SCHNEIDER et al. 
1976). 
2.2.7   Hunde in der Alternsforschung  
Der Vorgang des menschlichen Alterns wird aus vielfältigen Gründen, wie z. B. legalen, 
ethischen und technischen Schwierigkeiten, nicht nur am Menschen sondern auch unter 
Zuhilfenahme von Tiermodellen untersucht (DAVIDSON et al. 1987).  
Tiermodelle werden beispielsweise für die Erforschung von spezifischen, bei alten 
Menschen auftretenden Problemen, genutzt. Hierzu zählen unter anderem Krankheits-
bilder wie die Alzheimersche Krankheit und die Artheriosklerosis. Eine Einschränkung in 
ihrer Aussagekraft finden diese Tiermodelle allerdings darin, dass ein Zusammenhang 
zwischen solchen Krankheiten und dem Alter nicht eindeutig herstellbar ist. Auch für die 
Untersuchung der Alterungsprozesse bei Säugetieren werden Tiermodelle herangezogen 
(MASORO 1990). Für solche Modelle wird ein sehr breites Spektrum an Tieren ver-
wendet, wobei sowohl Säugetiere (u.a. Nager [Mus musculus, Peromyscus, Rattus 
rattus, Mesocricetus auratus, Meriones unguiculatus], Fleischfresser [Felis catus, Canis 
familiaris] und nicht humane Primaten) (MASORO 1990) als auch Nichtsäuger (u.a. 
Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster) (CAMPISI 1996) genutzt werden. 
Innerhalb bestimmter Tierklassen scheinen sich die Alterungsprozesse zu ähneln, eine 
Übertragung von Ergebnissen aus einer Klasse in eine andere ist jedoch nicht ohne 
Weiteres möglich (MASORO 1990).  
 
Nach HAYASHIDANI et al. (1988) und PATRONEK et al. (1997) teilen viele Hunde als 
Begleittiere die physische Umgebung des Menschen und somit auch die in der Umwelt 
des Menschen auftretenden Allergene, Toxine und Karzinogene (MICHELL 2000). 
Dieses spielt im Hinblick auf die Verwendung von Hunden als Modelltiere für 
vergleichende Studien zwischen Hund und Mensch eine entscheidende Rolle, da sich die 
beiden Spezies z.B. im Hinblick auf Krankheiten die gehäuft im Alter auftreten, ähneln 
(z. B. Alzheimer Krankheit)(LANDSBERG et al. 1997). 
Auch bei der Untersuchung der so genannten Telomerenbiologie (Kap. 2.2.2.3), eignet 
sich die Spezies Hund als Modelltier (McKEVITT et al. 2002, NASIR et al. 2001). Die 
Telomerenbiologie des Hundes ähnelt der des Menschen sehr stark. 
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Letztendlich sind Hunde jedoch nicht nur als Modelltiere für den Menschen in der 
Alternsforschung von Interesse. Da die durchschnittliche Lebenserwartung von Hunden 
in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen hat, erreichen immer mehr Tiere ein 
hohes Alter. Mit zunehmendem Alter nimmt die Wahrscheinlichkeit, an bestimmten 
Krankheiten zu erkranken, zu. Somit werden Tierärzte immer häufiger in der Praxis damit 
konfrontiert, geriatrische Patienten zu behandeln (KRAFT et al. 1997).  
2.2.8   Verlängerung der Lebensspanne  
Sowohl über Veränderungen in der Umwelt als auch über chemische, hormonelle und 
pharmakologische Interventionen versucht der Mensch, bei sich und anderen Spezies, 
den Alterungsprozess zu umgehen, beziehungsweise wenigstens zu verlangsamen 
(SCHNEIDER et al. 1990). In der Regel soll hierbei die Phase des gesunden Lebens 
verlängert werden und nicht die Lebensspanne an sich (OLSHANSKY et al. 2002).  
 
Das Altern wird von vielen Faktoren beeinflusst. Hierzu zählen sowohl extrinsische als 
auch intrinsische Faktoren. Genetische Einflüsse auf das Altern wurden bereits bei 
einigen Spezies festgestellt (BÉRUBÉ et al. 1998, PEACOCKE et al. 1991, 
SCHÄCHTER 1998). So können z. B. langlebige Mutanten des Nematoden 
Caenorhabditis elegans gezüchtet werden (JOHNSON 1990). Auch die Zucht von lang-
lebigen Mutanten der Fruchtfliege Drosophila gelang. Diese langlebigen Varianten zeigen 
eine verzögerte Entwicklung und eine späte sexuelle Reife (DICE 1993). Bei Mäusen gibt 
es neben einem langlebigen Stamm (homozygot „Ames dwarf mutation df/df“, mit einer 
50-70 % längeren Lebensspanne als normal große, nicht mutante Kontrolltiere [BROWN-
BORG et al. 1996]) auch einen Stamm, dessen Tiere beschleunigtes Altern zeigen 
(„Senescence accelerated mice“ in KISO et al. 2003). 
 
Eine Verzögerung der Alterungsprozesse auf molekularer Ebene konnte bei Hund und 
Katze durch die Fütterung von mit Antioxidantien angereichertem Futter erreicht werden. 
Nach HEATON et al. (2001) kam es bei Labrador-Retrievern nach einer 3-monatigen 
Supplementierung mit Antioxidantien zu einer zur Vergleichsgruppe geringeren 
Schädigung der Leukozyten-DNA.  
Auf Grund seiner antioxidativen Wirkung (POEGGELER et al. 1993), kann durch die 
Applikation von Melatonin, z. B. bei Mäusen eine Verminderung der DNA-Schäden 
erreicht werden und damit der Vorgang der zellulären Alterung vermindert werden 
(REITER 1995). 
 
Ein anderer Weg ist die Restriktion der Kalorienaufnahme. Bei Hamstern, Mäusen und 
Ratten ließ sich durch eine Einschränkung der Kalorienaufnahme im Vergleich zu ad 
libitum gefütterten Tieren eine deutliche Verlängerung der Lebensspanne erreichen. 
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Altersassoziierte Erkrankungen treten später auf oder werden in ihrem klinischen Bild 
eliminiert (MASORO 1988b). Die Reduzierung des oxidativen Stresses bei kalorien-
reduzierter Kost wird als eine der Hauptursachen für die positiven Effekte auf die Lebens-
spanne angesehen (SOHAL et al. 1996). Weiterhin konnten bei Nagern nach Kalorien-
reduktion einige hormonelle Veränderungen festgestellt werden (z. B. Abnahme des 
Insulinspiegels, Zunahme von wachstumshemmenden Hormonen wie Glukokortikoide 
und Melatonin). Hierbei ist nicht klar, ob die Reduktion der Kalorienaufnahme selbst oder 
aber die beobachteten hormonellen Veränderungen zur Verlängerung der durchschnitt-
lichen Lebenserwartung der Tiere führten (PARR 1996).  
In einer Studie von KEALY et al. (2002) konnte nachgewiesen werden, dass auch bei 
Hunden (Labrador-Retriever) mit einer 25-prozentigen Reduktion der aufgenommenen 
Kalorienmenge im Vergleich zur ad libitum gefütterten Gruppe eine signifikant höhere 
durchschnittliche Lebensspanne erreicht werden konnte. Das Einsetzen von chronischen 
Erkrankungen erfolgte im Vergleich zur Kontrollgruppe später.  
Auch bei nichthumanen Primaten gelingt eine Verlängerung der durchschnittlichen 
Lebenserwartung durch kalorienreduzierte Fütterung (HANSEN et al. 1999).  
Einer der Vorteile der Kalorienrestriktion besteht darin, dass es, auch wenn diese erst in 
der Lebensmitte vorgenommen wird, trotzdem zu einer positiven Auswirkung auf die 
Lebensdauer kommt (SCHNEIDER et al. 1990). 
 
Bei poikilothermen Tieren kann beobachtet werden, dass die Lebensspanne generell bei 
einer abgesenkten Umgebungstemperatur (< 20 °C) im Vergleich zu in höheren Tempe-
raturbereichen gehaltenen Tieren verlängert ist (COMFORT 1961).  
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3   Tiere, Material, Methoden 
3.1   Versuchstiere 
Für die Versuche wurden 30 Beagle aus 2 verschiedenen Forschungsanstalten als 
Hautspender genutzt. Keiner der Hunde ist ein Inzuchttier. Kein Tier war kastriert. Alle 
Hunde wurden regelmäßig geimpft und entwurmt. Zum Zeitpunkt der Hautproben-
entnahme waren alle Tiere klinisch gesund. Es erfolgte eine Einteilung der Tiere nach 
ihrem Alter in 3 verschiedene Gruppen: juvenil (bzw. jung), adult und alt. Die Tiere 
wurden wie folgt nummeriert und den 3 Altersgruppen zugeordnet (Tabellen 3  bis 5).  
 
Tiernummer Geburtsdatum Alter PE Geschlecht Herkunft 
1 19.05.2003 3 M. ♀ Pharmafirma 
2 18.05.2003 3 M. ♀ Pharmafirma 
3 12.05.2003 3 M. ♂ Pharmafirma 
4 12.05.2003 3 M. ♂ Pharmafirma 
5 12.05.2003 3 M. ♂ Pharmafirma 
6 23.01.2003 6,5 M. ♂ GSF 
7 23.01.2003 6,5 M. ♂ GSF 
8 23.01.2003 6,5 M. ♂ GSF 
9 23.01.2003 6,5 M. ♂ GSF 
10 23.01.2003 6,5 M. ♂ GSF 
 
Tab. 3: juvenile Tiergruppe mit Angabe der Geburtsdaten, des Alters der Tiere bei Probenentnahme 
(Alter PE), des Geschlechts, und der Herkunft der Tiere. 
GSF: Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit in der Helmholtz-Gemeinschaft 
 
Tiernummer Geburtsdatum Alter PE Geschlecht Herkunft 
11 06.11.2001 1 J. 10 M. ♀ Pharmafirma 
12 19.10.2001 1 J. 11 M. ♀ Pharmafirma 
13 22.05.2001 2 J. 3 M. ♀ Pharmafirma 
14 26.10.2000 2 J. 9 M. ♀ GSF 
15 29.09.1999 3 J. 11 M. ♀ Pharmafirma 
16 20.04.1999 4 J. 3 M. ♀ GSF 
17 24.03.1999 4 J. 5 M. ♂ Pharmafirma 
18 Juli 1998 5 J. 1 M. ♂ GSF 
19 Juli 1998 5 J. 1 M. ♀ GSF 
20 02.07.1998 5 J. 1 M. ♀ GSF 
 
Tab. 4: adulte Tiergruppe mit Angabe der Geburtsdaten, des Alters der Tiere bei Probenentnahme 
(Alter PE), des Geschlechts, und der Herkunft der Tiere 




Tiernummer Geburtsdatum Alter PE Geschlecht Herkunft 
21 28.04.1996 7 J. 3 M. ♀ GSF 
22 20.05.1995 8 J. 2 M. ♀ GSF 
23 25.04.1993 10 J. 4 M. ♀ Pharmafirma 
24 25.04.1993 10 J. 4 M. ♀ Pharmafirma 
25 25.04.1993 10 J. 4 M. ♂ Pharmafirma 
26 02.03.1993 10 J. 6 M. ♀ Pharmafirma 
27 02.03.1993 10 J. 6 M. ♀ Pharmafirma 
28 07.06.1992 11 J. 2 M. ♀ GSF 
29 03.06.1992 11 J. 2 M. ♀ GSF 
30 17.11.1990 12 J. 9 M. ♂ GSF 
 
Tab. 5: alte Tiergruppe mit Angabe der Geburtsdaten, des Alters der Tiere bei Probenentnahme (Alter 
PE), des Geschlechts, und der Herkunft der Tiere 
GSF: Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit in der Helmholtz-Gemeinschaft 
 
Fünfzehn Versuchstiere wurden von der GSF (Forschungszentrum für Umwelt und 
Gesundheit in der Helmholtz-Gemeinschaft) in Neuherberg zur Verfügung gestellt. Alle 
15 Beagle werden in der Forschungsanstalt zu Knochenmarksentnahmen genutzt.  
Weitere 15 Tiere wurden von einer großen pharmazeutischen Firma zur Verfügung ge-
stellt. Diese Tiere werden zu pharmakologischen Studien genutzt. Tiere gleichen 
Geburtsdatums sind aus einem Wurf. Bei den Tieren 18 und 19 konnte das Geburts-
datum nicht näher eingegrenzt werden.  
3.2   Materialien 
Die verwendeten Substanzen und Lösungen wurden, wenn nicht anderweitig aus-
gewiesen, in maximalen Reinheitsgraden von den Firmen Dr. K. Hollborn & Söhne 
GmbH & Co KG, Merck, Roth und Sigma bezogen. 
3.2.1   Verwendete Chemikalien 
- Analinblau-Orange-Eisessig  
- Anilin-Alkohol (0,1 %) 
- Azorkarmin-G-Lösung  
- BSA (2 % in TBS) (Fa. Serva) 
- DAB-Gebrauchslösung (aus DAB-Stammlösung) 
- DAPI-Gebrauchslösung (1 µg/ml) (AppliChem) 
- DMEM (mit 3,7 g/l NaHCO3, mit 1,0 g/l D-Glucose, mit stabilem Glutamin) 
  (Biochrom AG) 
- Entellan 
- Essigsäure-Alkohol (1 %) 
- Ethanol 
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- FBS (Charge: S0113/5) (Biochrom AG) 
- Giemsa-Gebrauchslösung (5 %) (aus Giemsa-Stammlösung) 
- H2O2 (0,6 %) in 0,1 M TBS 
- Origen® DMSO Freeze Medium (Biochrom AG) (10% DMSO und 10%    
   Hitzeinaktiviertes FBS und 80% Iscoves' Modified Dulbecco's Medium)   
- Penicillin/Streptomycin (10.000 IE / 10.000 µg/ml) (Biochrom AG) 
- primärer Antikörper (0,1 % in 2 % BSA ) (Anti Cdw 90 canine 1mg/ml [Serotec])  
- Phosphorwolframsäure (5 %) 
- sekundärer Antikörper (0,1 % in 2 % BSA) (Biotin-SP-conjugated affinity Pure goat    
  anti-rat IgG [H+L] [Dianova]) 
- Streptavidin-Biotin-Komplex 
- Trypsinlösung (Trypsin/EDTA-Lösung [0,05 %/ 0,02 %] in PBS ohne Ca2+ und Mg2+)    
  (Biochrom AG) 
- Xylol 
- ZNS (5 % in TBS) 
3.2.2   Puffer und Lösungen 
Fertige Puffer: 
PBS (PBS-Lösung ohne Ca2+ und Mg2+) (Biochrom AG) 
PFA (3 %) in 0,1 M PBS 
PFA (4 %) in 0,1 M PBS  
DAB-Stammlösung: 
- 50 mg DAB  
ad 2,5 ml Aqua bidest. 
DAB-Gebrauchslösung: 
- 250 µl DAB-Stammlösung 
- 10 ml Tris-HCl-Puffer 
- 6 µl H2O2 (30 %)  
DAPI-Gebrauchslösung: 
- 2,5 mg DAPI   
ad 1 ml Aqua bidest. 
Endkonzentration von 1 µg/ml mit Methanol einstellen. 
PBS (0,1M; pH 7,4): 
- 26,7 g Na2HPO4x2H2O 
- 6,45 g KH2PO4  
- 21,6 g NaCl 
ad 1500 ml Aqua bidest. 
Einstellung des pH-Werts mit HCl. 
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TBS (0,1 M; pH 7,4):  
- 6,06 g Tris  
- 4,25 g NaCl  
ad 500 ml Aqua bidest.  
Einstellung des pH-Werts mit HCl. 
 
Tris-HCl-Puffer (0,05 M; pH 7,6): 
- 3,027 g Tris  
ad 500 ml Aqua bidest.  
Einstellung des pH-Werts mit HCl. 
Trypanblaulösung (0,5 %) 
- 0,5 g Trypanblau (ABCR) 
- 0,9 g NaCl  
ad 100 ml Aqua bidest. 
Zellkulturmedium 
1 % Penicillin/Streptomycin und 15 % FBS in DMEM 
 
3.3   Methoden 
Sämtliche für die Zellkultur verwendeten Materialien waren entweder produktsteril oder 
wurden vor der Benutzung in einem Autoklav sterilisiert (121 °C, 210 kPa, 20 min.) 
(Systec GmbH). 
3.3.1   Zellkultur 
3.3.1.1   Probenmaterial 
3.3.1.1.1   Probengewinnung 
Die Haut wurde im Bereich des rechten Schulterblatts gründlich rasiert und mit einem 
Hautdesinfizienz (Kodan® Tinktur forte) desinfiziert. Unter Verwendung von je 2 ml einer 
1-prozentigen Lidocainlösung (Lidoject® sine) wurde durch Unterspritzung der Haut eine 
Lokalanästhesie erreicht. Nach einer 10-minütigen Einwirkzeit wurde die Haut nochmals 
desinfiziert. Die Hautproben wurden dann mittels einer handelsüblichen Hautstanze mit 
einem Durchmesser von 6 mm im Bereich des rechten Schulterblatts gewonnen. Die 
Hautwunde wurde mit Hilfe eines Hautklammergeräts verschlossen. Die gewonnenen 
Hautstückchen wurden in Röhrchen verbracht, die 5 ml Zellkulturmedium enthielten. Die 
Proben wurden gekühlt bei +4 °C bis +7 °C in das Zellkulturlabor transportiert. Die Trans-
portdauer lag bei ca. 5 Stunden. 
3.3.1.1.2   Probenaufbereitung 
In der Zellkulturbank (Fa. Kendro) wurden die Hautstückchen durch Spülen mit je 2 ml 
PBS von noch vorhandenen Blutresten befreit. Unter Zuhilfenahme eines Skalpells 
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wurde überflüssiges Unterhautfett von den Hautstückchen entfernt. Diese wurden in 
mehrere kleine Stückchen zerkleinert, welche dann in Zellkulturflaschen (25 cm²) (TPP) 
verbracht wurden. In jede dieser Flaschen wurden jeweils 5 ml Zellkulturmedium 
gegeben. Die Kulturflaschen wurden aufrecht stehend in den Brutschrank verbracht und 
für eine Stunde inkubiert. Während dieser Zeit hafteten sich die Explantate an der Kultur-
flasche fest an. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Flaschen im Brutschrank 
vorsichtig umgelegt, so dass die Explantate von dem Medium bedeckt wurden. 
3.3.1.2   Zellkultivierung 
3.3.1.2.1   Kultivierungsbedingungen 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Zellkulturbrutschrank (Fa. Kendro) bei 37 °C, 
unter Belüftung mit einem Luft-CO2-Gemisch (CO2 5 %, 95 % Luftfeuchtigkeit).  
3.3.1.2.2   Mediumwechsel 
In regelmäßigen Abständen wurde bei den Monolayerkulturen das Medium gewechselt. 
Da die Zellen mit Beginn der Kultivierung nur sehr langsam aus dem Explantat 
wanderten und sich teilten, wurde nur die Hälfte (2,5 ml) des alten Mediums entfernt und 
durch frisches Medium ersetzt. Dieses erfolgte zweimal wöchentlich. Wenn die Zellen 
sich in der Phase des stärksten Wachstums befanden, wurde das gesamte Medium pro 
Flasche ausgetauscht. Auch dieses erfolgte zweimal wöchentlich. Ab der sechsten 
Passage wurde wiederum nicht mehr das gesamte, sondern nur noch die Hälfte des 
Mediums gewechselt. 
3.3.1.2.3   Subkultivierung 
Wenn die Zellkulturen die Konfluenz erreicht hatten, wurden sie subkultiviert. Im Fall der 
Primärkulturen (Auswandern der Zellen aus dem Explantat und Vermehrung dieser 
Zellen) wurde die erste Subkultivierung 10 Tage nach Ansatz der Primärkultur durch-
geführt. Die Subkultivierungen der Sekundärkulturen fand zwischen Passage 1 und 
Passage 6 in einem Abstand von 7 Tagen statt. Die Passagen 6 und 7 wurden erst nach 
14 Tagen subkultiviert.  
Für alle folgenden Schritte wurden das Zellkulturmedium, die Trypsinlösung und das PBS 
im Wasserbad (Fa. Medingen) auf 37 °C vorgewärmt. 
Das alte Medium wurde mittels Pipette aus den Kulturflaschen entfernt. Vor dem Zu-
geben der Trypsinlösung wurden die Zellen zweimal mit je 2 ml PBS gespült. Danach 
wurde in die Flaschen 1 ml Trypsinlösung gegeben. Nach einer 10-minütigen Inkubation 
im Brutschrank wurden die Zellen mit Hilfe eines inversen Mikroskops (Fa. Leitz) auf ihre 
Ablösung von der Unterfläche hin untersucht. Im Fall einer nicht ausreichenden Ablösung 
wurde vorsichtig an eine Seite der Flaschen geschlagen, um die noch nicht vollständig 
abgelösten Zellen zu mobilisieren. Danach wurden pro Flasche 2 ml frisches Medium 
(ohne FBS) zu der Zellsuspension gegeben. Die Zellsuspension wurde anschließend 
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8 Minuten lang bei 1000 x g in einer Kühlzentrifuge (Fa. Kendro) bei 4 °C zentrifugiert. 
Die überstehende Flüssigkeit wurde abpipettiert und das Zellpellet mit 1 ml frischem 
Zellkulturmedium (ohne FBS) aufgenommen.  
Mit Hilfe einer Trypanblau-Färbung und der Zellzählung (Kap. 3.3.1.2.4) wurden die 
Zellzahl und der Anteil lebender Zellen bestimmt. In die neuen Kulturflaschen wurden die 
Zellen in einer Dichte von 5 x 104 Zellen pro 25 cm2 (Fläche der verwendeten Zellkultur-
flasche) ausgesät.  
Je nach Menge der aus der Subkultivierung gewonnenen Zellen war es möglich, die so 
erhaltenen Zellen auf mehrere Kulturgefäße aufzuteilen. 
3.3.1.2.4   Zellzählung und Trypanblau-Färbung 
Für die Zellzählung und die Bestimmung des Lebendzellanteils wurden eine Neubauer-
Zählkammer (Hämozytometer) und ein Lichtmikroskop verwendet. 
Die Trypanblau-Färbung dient dem Bestimmen der Anzahl nicht lebender Zellen in der 
Zellkultur. Durch Veränderung der Membrandurchlässigkeit bei abgestorbenen Zellen 
kommt es zur Aufnahme dieses Farbstoffs in die Zellen.  
Für die Zählung wurden 20 µl der durch das Trypsinieren hergestellten Zellsuspension 
mit 20 µl einer 0,5-prozentigen Trypanblau-Lösung miteinander vermischt. 
3.3.1.2.5   Einfrieren der Zellen 
Um später noch einmal auf Zellen einzelner Tiere zugreifen zu können, wurden Zellen 
eingefroren, sofern eine ausreichende Anzahl von Zellen bei der Passagierung übrig 
geblieben sind. In die Cryoröhrchen wurden jeweils 1 x 105 Zellen verbracht und dann die 
Zellsuspension mit nicht vorgewärmtem Cell Culture Freezing Medium (mit DMSO) auf 
1 ml aufgefüllt.  
Sofort nach dem Auffüllen wurden die Röhrchen für 20 Minuten bei -20 °C eingefroren, 
und danach in einem Tiefkühlschrank bei -80 °C gelagert. 
3.3.1.2.6   Auftauen der Zellen 
Die tiefgefrorenen Cryoröhrchen wurden mit den Händen aufgewärmt. Sobald die Zell-
suspension flüssigen Charakter angenommen hatte, wurde der gesamte Inhalt eines 
Cryoröhrchens zu 5 ml nicht vorgewärmtem Zellkulturmedium in einem Zentrifugen-
röhrchen gegeben und gemischt. Diese Zellsuspension wurde dann 8 Minuten lang bei 
1000 x g in einer Kühlzentrifuge bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 
das Zellpelett wurde mit 1 ml nicht vorgewärmten Zellkulturmedium resuspendiert. 
Anschließend wurden eine Trypanblaufärbung und eine Zellzählung durchgeführt 
(Kap. 3.3.1.2.4). 
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3.3.1.2.7   Erstellen von Wachstumskurven 
Für das Erstellen einer Wachstumskurve wurden sowohl Zellen aus Passage 2, als auch 
aus Passage 3 von jeweils 6 Kulturen jeder einzelnen Altersgruppe herangezogen. Es 
wurden je Tier und Passage 24 Zellkulturflaschen mit einer Zelldichte von 5 x 104 Zellen 
pro 25 cm2 angesetzt. Über einen Zeitraum von 12 Tagen wurden täglich von jedem Tier 
jeweils 2 Zellkulturflaschen trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Die Zeitabstände 
zwischen den Zellzahlbestimmungen der einzelnen Tage lagen zwischen 22 und 26 
Stunden. Die Kultivierung, der Mediumwechsel, das Trypsinieren und die Zellzahl-
bestimmung wurden wie beschrieben (Kap. 3.3.1.2.1-3.3.1.2.4) durchgeführt. 
3.3.2   Zytologische und immunzytochemische Untersuchungen  
Für die aufgeführten Versuche wurden die Zellen nach folgender Methodik angezüchtet: 
Die Zellen wurden durch die routinemäßige Trypsinierung gewonnen. Für die Azan-
färbung nach Heidenhain und für die Giemsafärbung wurden bei jeder Passagierung 
Zellen gewonnen. Für den Mykoplasmennachweis und den Antigennachweis wurden die 
notwendigen Zellen bei der Trypsinierung sowohl beim Übergang von Passage 2 zu 
Passage 3 als auch bei dem Übergang von Passage 5 zu Passage 6 der jeweiligen Zell-
suspension entnommen.  
Die Zellen wurden auf runden Deckgläschen mit einem Durchmesser von 12 mm 
angezüchtet. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1000 Zellen pro cm² auf die Deck-
gläschen pipettiert. Auf die Deckgläschen wurden zusätzlich 150 µl vorgewärmtes 
(37 °C) Zellkulturmedium gegeben. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank 
(Kap. 3.3.1.2.1). 
Für die zytologischen Färbungen wurden die Zellen 4 Tage lang kultiviert. Danach 
erfolgte die Färbung. Die Zellen der Passage 6 wurden 10 Tage lang kultiviert. Hier 
erfolgte ein Mediumwechsel am 4. und am 7. Tag.  
Für den Mykoplasmennachweis und den Antigennachweis wurden die Zellen 3 Tage 
(Ursprung der Zellen Passage 3) bzw. 10 Tage (Ursprung Passage 6) lang kultiviert. Bei 
den Kulturansätzen der Passage 6 wurde am 4. und am 7. Tag das Medium komplett 
gewechselt. 
3.3.2.1   Azanfärbung nach Heidenhain 
Bei dieser Färbung, die häufig für die Darstellung von bindegewebigen Strukturen 
genutzt wird, stellt sich kollagenes und retikuläres Bindegewebe blau dar. Chromatin und 
Zellkerne werden rot gefärbt, ebenso Erythrozyten und Gliafasern. Muskelfasern stellen 
sich nach der Färbung rötlich-orange dar. 
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  -   3 x Spülen mit PBS 
  -   30 Sekunden mit erhitzter Azokarmin-G.-Lösung (50 °C) färben 
  -   3 x Spülen mit Leitungswasser 
  -   30 Sekunden Anilin-Alkohol (1 ‰) einwirken lassen 
  -   3 x Spülen mit Essigsäure-Alkohol (1 %)  
  -   3 x Spülen mit Leitungswasser 
  -   15 Minuten beizen mit Phosphorwolframsäure (5 %) 
  -   3 x Spülen mit Aqua dest. 
  -   30 Sekunden mit Analinblau-Orange-Eisessig färben 
  -   3 x Spülen mit Leitungswasser 
  -   Lufttrocknen 
  -   Bedecken der Deckgläschen mit Ethanol (96 %) 
  -   Lufttrocknen 
  -   einmaliges Schwenken der Deckgläschen in Xylol 
  -   Lufttrocknen 
-   Aufkleben der Deckgläschen mit einem Entellan-Xylol-Gemisch auf die   
    Objektträger 
3.3.2.2   Giemsa-Färbung 
Bei dieser Färbung kommt es zu einer Rotfärbung von Bindegewebe. Auch Erythrozyten, 
Epitheloidzellen und eosinophile Granula nehmen diesen Farbton an. Zellkerne hingegen 
färben sich blau.  
 
-   3 x Spülen mit PBS 
  -   Zellen 45 Minuten mit Ethanol (96 %) fixieren 
-   Lufttrocknen 
-   45 Minuten mit Giemsa-Lösung färben 
-   3 x Spülen mit Leitungswasser 
-   Lufttrocknen 
-   einmaliges Schwenken der Deckgläschen in Xylol 
-   Lufttrocknen 
-   Aufkleben der Deckgläschen mit einem Entellan-Xylol-Gemisch auf die        
    Objektträger 
3.3.2.3   Mykoplasmennachweis mittels Fluoreszenzanalyse 
Der Nachweis einer möglichen Infektion der Zellkultur mit Mykoplasmen wurde über eine 
DAPI-Färbung durchgeführt. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um ein spezifisch an 
DNA bindendes Fluorochrom. Die Inkubation der fixierten Zellen mit DAPI führt zur 
Anfärbung der Zellkerne, und, wenn vorhanden, der Mykoplasmen-DNA. Durch eine 
geringe Anfärbbarkeit der mitochondrialen DNA kommt es nur zu einer geringen Hinter-
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grundfluoreszenz. Eine deutliche Floureszenz im Bereich des Zytoplasmas deutet 
dahingegen auf eine Mykoplasmenkontamination hin. 
Es wurden Zellen von allen Hautproben während der dritten Passage und während der 6. 
Passage untersucht. 
 
- Waschen der Zellen mit PBS 
- Fixation der Zellen mit 3-prozentigem Paraformaldehyd 15 Minuten lang  
      bei Raumtemperatur 
- Waschen der Zellen mit PBS für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
- PBS abnehmen 
- DAPI-Gebrauchslösung für 15 Minuten bei Raumtemperatur einwirken lassen 
- 3-maliges Waschen der Zellen mit PBS für jeweils 5 Minuten 
- 3-maliges Spülen mit Aqua bidest. 
- lufttrocknen 
- einmaliges Schwenken der Deckgläschen in Toluol 
- lufttrocknen 
- Aufkleben der Deckgläschen mit einem Entellan-Toluol-Gemisch auf die Objektträger 
3.3.2.4   Immunhistochemie 
Für den spezifischen Nachweis von Fibroblasten wurde das Zelloberflächen-Antigen 
Cd 90 genutzt. Bei dem verwendeten Antikörper handelte es sich um einen Anti-Cd 90+ 
(Thy 1) (Ratte IgG 2a, gelöst c = 1mg/ml) von der Firma Serotec. Der Antikörper wurde in 
einer Konzentration von 1:1000 eingesetzt worden. Als Kontrollen dienten Präparate, die 
nicht mit dem primären Antikörper inkubiert wurden. 
Bei Vorhandensein des Oberflächen-Antigens Cd 90 kommt es zu einer deutlichen 

















Schritt Verwendeter Puffer Dauer / Häufigkeit Bedingungen 
Spülen PBS  3 x   
Fixation mit 4 % PBS  5 Minuten Raumtemperatur 
Paraformaldehyd       
Spülen PBS  2 x   
Spülen TBS  1 x   
Blocken der endogenen Per- TBS 1 Minute Raumtemperatur 
oxidase ( 0,6% H2O2)       
Blocken der unspezifischen TBS 60 Minuten Raumtemperatur 
Antikörperbindungsstellen mit       
5 % Ziegennormalserum       
Inkubation mit primärem  5 % ZNS in TBS über Nacht feuchte Kammer 
Antikörper (1:1000)     4 °C 
Spülen TBS 3 x   
Inkubation mit sekundärem  2 % BSA in TBS 60 Minuten feuchte Kammer 
Antikörper (1:1000)     Raumtemperatur 
Spülen TBS 3 x   
Inkubation mit Streptavidin- 2 % BSA in TBS 60 Minuten Raumtemperatur 
Biotin-Komplex (ABC)       
Spülen TBS 2 x   
Spülen Tris-Puffer 1 x   
Farbreaktion (Meerrettich - Tris-Puffer (inkl.  bis zu 10 Minuten   
Peroxidase) mit Hilfe des  (+H2O2)     
Chromogens DAB        
Stoppen der Farbreaktion Tris-Puffer  1 x   
 A. bidest  2 x    
Lufttrocknen       
Eindecken mit        
Entellan-Toluol-Gemisch        
 
3.3.3   Fotografische Dokumentation 
3.3.3.1   Fotografieren der lebenden Zellen  
Der Transport der lebenden Zellen zum Fotografieren erfolgte in vorgewärmten Styropor-
boxen. Für die Aufnahmen befanden sich die Kulturflaschen nicht länger als 1 Stunde 
außerhalb des Brutschrankes. 
Die digitalen Aufnahmen der Zellen erfolgten mit einem Olympus-IX-50-Mikroskop und 
dem dazugehörigen Kamerasystem (Olympus). Als Software wurde das Programm Scion 
Image (© Scion Corporation 1998) verwendet. Diese Phasenkontrastaufnahmen wurden 
mit 4-, 10- und 20-facher Vergrößerung durchgeführt. Die Lichtintensität wurde manuell 
eingestellt. Die passende Belichtungszeit wurde automatisch von dem System gewählt. 
Ein Farbfilter wurde nicht verwendet. 
Die Bereiche für die Übersichtsaufnahmen wurden zufällig ausgewählt. Für die 10- und 
20-fache Vergrößerung wurden Randstellen in der Kulturschale aufgesucht, damit 









N: Zellzahl bei Subkultivierung 
N0: inokulierte Zellzahl 
3.3.3.2   Fotografieren der angefertigten Zellfärbungen 
Die angefertigten Zellfärbungen wurden mit Hilfe eines Axioskopes der Firma Zeiss und 
einem Kamerasystem von Sony digitalisiert. Die Aufnahmen wurden mit 5-, 10-, 20- und 
40-facher Vergrößerung durchgeführt. Die Lichtintensität wurde manuell eingestellt. Die 
passende Belichtungszeit wurde automatisch vom System gewählt. Bei allen Aufnahmen 
wurde ein Blaufilter verwendet.  
Auch hier wurden für die Übersichtsaufnahmen die gewählten Bereiche zufällig aus-
gewählt. Für die Aufnahmen, die später für die Vermessung der Zellen genutzt werden 
sollten, wurde der Randbereich des Zellrasens aufgesucht.  
3.3.3.3   Vermessung der fotografierten Zellen 
Zum Ausmessen von einzelnen Zellen wurden nach Möglichkeit solche Fotografien ge-
nutzt, bei denen die Zellen einzeln lagen und sich damit die Zellgrenzen deutlich ab-
grenzen ließen. Die Flächenmessung erfolgte mit dem Softwareprogramm AnalySIS 2.11 
(© Soft Imaging System GmbH). Als Werte wurde die Zellfläche in µm2 erfasst. Von jeder 
Altersgruppe wurden zu allen Passagen 100 Zellen vermessen und die Mittelwerte der 
Zellflächen gebildet.  
3.3.3.4   Statistische Analyse und Diagrammdarstellungen 
Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 
(© SPSS Incorporation). Die Diagramme wurden mit Hilfe des Programmes SigmaPlot 
(Systat Incorporation) erstellt. Die Darstellung der Wachstumskurven erfolgte mit dem 
Programm Harvard Graphics 2.0 (Software Publishing Corporation), die Kalkulation der 
Werte für die Wachstumskurven mit dem Programm GCA (Uwe Gille). 
 3.4   Berechnung der Zellkulturparameter 
Folgende Formeln wurden zur Berechnung der Zellproliferation herangezogen: 
 
1. Vitalität der Zellkultur 
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2. PDL  
 





=               
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t: Stunde der Subkultivierung 
t0: Stunde der Inokulation 
N: Zellzahl bei Subkultivierung 
N0: inokulierte Zellzahl 
3. CPDL 
 




( )max.CPDLHPDL =  
 
5. Generationszeit (tg) in Stunden (h) 
 
( )











6. IVL (replikative Lebensspanne) 
 
IVL = Zeitraum vom Beginn der Kultivierung der Primärkultur bis zu dem Zeitpunkt einer  
          nicht mehr erfolgenden Zellzahlverdopplung  
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4   Ergebnisse 
4.1   Vorversuche 
In Vorversuchen sollte untersucht werden, welche Bedingungen die Anzüchtung von 
Fibroblasten aus kaniner Haut in vitro ermöglichen. Hierbei sollte besonderes Augenmerk 
auf die Art der Etablierung der Primärkultur (Digestions- oder Explantatmethode) und die 
Wahl der Serumkonzentration gelegt werden.  
Die von den Mitarbeitern der Kleintierklinik Leipzig ausgewählten Tiere wurden alle unter 
Allgemeinanästhesie operativ behandelt. Im Zuge dieser Operation wurde im Bereich der 
Linea alba unter sterilen Bedingungen unterschiedlich große Stücken Haut entfernt und 
in die bereitgestellten Probenröhrchen verbracht. Es wurde je eine Probe von einer 
weiblichen Bordeaux-Dogge (Alter des Tieres bei Probenentnahme: 50 Monate), einem 
weiblichen Pyrenäenberghund (31 Monate), einem männlichen Weimaraner (39 Monate) 
und einem männlichen West-Highland-White-Terrier (157 Monate) gewonnen.  
Bei der Explantatmethode (2 Tiere) ließen sich wesentlich mehr lebensfähige Zellen aus 
dem Probenstück gewinnen als bei der Digestionsmethode (2 Tiere). Auch war die 
Zusammensetzung der durch die Digestionsmethode isolierten Zellpopulationen morpho-
logisch wesentlich heterogener. Auf Grund der höheren Vitalität der isolierten Zellen und 
der sehr guten Durchführbarkeit der Methodik wurde für die weiteren Versuche die 
Explantatmethode gewählt. 
Mit dem Zellkulturmedium DMEM gelang die Anzüchtung von Primärkulturen. Auch 
konnte eine rege Proliferation der Zellen bei weiteren Passagen beobachtet werden. 
Weitere Medien wurden nicht getestet. Das DMEM wurde für die weiteren Versuche 
genutzt.  
Weiterhin sollte in den Vorversuchen geklärt werden, welche Konzentration an FBS für 
die Kultivierung kaniner dermaler Fibroblasten geeignet ist. Hierzu wurden bei den 
beiden Zellkulturen, die per Explantatmethode etabliert werden sollten, in den einzelnen 
Kulturflaschen Serumkonzentrationen von 10 %, 15 % oder 20 % supplementiert. 
Beurteilt wurden die Geschwindigkeit der Zellauswanderung und die Zelldichte sowohl in 
den Primär- als auch in den Sekundärkulturen. Bei einer Konzentration von 10 % FBS 
wanderten die Zellen sehr langsam und in einer wesentlich geringeren Anzahl aus dem 
Explantat aus, als bei Kulturflaschen mit einer im Vergleich höheren Serumkonzentration. 
Die Teilungsrate der Zellen war bei Konzentrationen des FBS von 15 % und 20 % 
deutlich höher. Zwischen der Anwendung von 15 % FBS und 20 % FBS ließ sich kein 
deutlicher Unterschied im Verhalten der kultivierten Zellen feststellen, so dass für die 
Versuche eine Supplementierung des verwendeten Mediums mit 15 % FBS gewählt 
wurde. 
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Zusätzlich wurde in den Vorversuchen geklärt, wie lange die Zellen bei deutlicher 
Abnahme der Proliferation noch kultiviert werden müssen, um mögliche Veränderungen 
an der Gesamtzellzahl noch festzustellen. Hierfür wurden Zellkulturen desselben Tieres 
zu Passage 4, 5, und 6 auf jeweils 3 Kulturschalen aufgeteilt. Diese Zellen wurden dann 
nach einer Woche, nach 2 Wochen und nach 3 Wochen trypsiniert. Hierbei ergab sich, 
dass nach 2 und 3 Wochen Kultivierung eine konstante Gesamtzellzahl festgestellt 
werden konnte. Somit wurde für die eigentlichen Versuche eine restliche Kultivierungs-
zeit von 2 Wochen bei Einstellen der Zellproliferation festgelegt. 
4.2   Morphologie der kultivierten Zellen 
Alle beobachteten morphologischen Veränderungen der kultivierten Zellen traten un-
abhängig von der Zugehörigkeit der Hautspender zu den Altersgruppen zum selben Zeit-
punkt (Passage 4) auf. In Bezug auf die bis zu diesem Zeitpunkt erfolgten Zellteilungen 
ließ sich jedoch feststellen, dass sich i.d.R. die Zellen älterer Tiere bis zum Beginn der 
morphologischen Veränderungen weniger oft geteilt hatten (CPDL) als die Zellen von 
jüngeren Tieren (Abb. 26).  
 
Die Morphologie der nach 1 Woche aus dem Explantat ausgewanderten Zellen war sehr 
heterogen. Am häufigsten konnten runde und hochprismatische Zellen beobachtet 
werden. Nicht in allen Bereichen der Explantate kam es zum Auswandern von Zellen. 
10 Tage nach dem Ansatz des Explantats konnte in allen Kulturen eine Ringbildung von 
Zellen um die Hautprobe beobachtet werden. Der Hauptanteil der ausgewanderten 
Zellen zeigte eine Spindelform. In dem Bereich direkt um das Hautstück herum lagen die 
Zellen sehr dicht beieinander. Vor allem in den Randarealen des „Zellrings“ nahm der 
Anteil an großen, nicht spindelförmigen Zellen zu. Diese Zellen waren größtenteils 
polygonal und besaßen meist nur sehr kurze Zellausläufer.  
 
In Passage 1 und Passage 2 erreichten die Kulturen durch rege Zellteilung innerhalb von 
5 bis 6 Tagen die Konfluenz. Die Zellen in den konfluenten Kulturen waren zum größten 
Teil klein und spindelförmig. Vereinzelt ließen sich auch sehr große, nicht spindelförmige 
Zellen finden. In allen Kulturschalen lag der Zellrasen als Monolayer vor, einzelne 
Bereiche der Kulturschalen in Passage 1 und 2 zeigten allerdings einen mehrschichtigen 
Zellrasen. Die Zellen des Monolayers lagen in „Fischschwärmen“ vor. In jeder Kultur ließ 
sich auch die Bildung von „Wirbeln“ zeigen (Abb. 7).  




Wie bereits erwähnt, war in einzelnen Bereichen der Kulturflaschen in Passage 1 und 2 
zu beobachten, dass die Zellen sich nicht in Form eines Monolayers anhefteten. Die 
Zellen lagen in diesen Bereichen in mehreren Schichten vor. Dieses ließ sich sowohl 
beim Betrachten im nativen Zustand mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops als auch 
mit Hilfe der histologischen Färbungen darstellen (Giemsafärbung nicht gezeigt) (Abb. 8).  
 
   
Abb. 8: Mehrschichtige Zellansammlungen in den Passagen 1 und 2. 
A: adulte Tiergruppe; Passage 1; PDL 6,5; Phasenkontrast)  
B: adulte Tiergruppe; Passage 2; CPDL 12,7; Azanfärbung);  
(Vergrößerung 10x) 
 
Bei einzelnen Kulturen ließ sich zum Zeitpunkt der ersten und zweiten Passage bei der 
Kontrolle mit einem Phasenkontrastmikroskop die in Abb. 9 dargestellte Zellformation 
feststellen. Diese Formationen traten in der Kultur unregelmäßig verteilt auf. Ihre Größe 
war sehr variabel. Teils präsentierten sich diese Zellansammlungen von den restlichen 
Zellen deutlich isoliert (Abb. 9 A), teils konnte keine Randbegrenzung gefunden werden 
(Abb. 9 C). Die Zellen in diesen Bildungen waren von runder Form, der Zellkern lag 
















Abb. 7: Kanine dermale 
Fibroblasten als kon-
fluenter Monolayer in 
einer Sekundärkultur. 
Die spindelförmigen Zellen 
liegen einschichtig, bilden 
Wirbel und liegen in „Fisch-
Schwärmen“. 
junge Tiergruppe; Pas-
sage 1; PDL 5,5 (Phasen-
kontrast; Vergrößerung 4x) 
A B
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Abb. 9: Zellformationen in den Passagen 1 und 2.  
A: Deutliche Abgrenzung der Zellformation innerhalb des konfluenten Monolayers (adulte Tiergruppe; 
Passage 1; PDL 6,1), (Vergrößerung 4x)  
B: Ausschnitt aus A (Vergrößerung x10) 
C: Keine deutliche Abgrenzung der Struktur vom Rest der Kultur (adulte Tiergruppe; Passage 2; CPDL 13,3), 
(Vergrößerung 4x) 
Die Zellen der Formationen weisen eine von den in der Kultur spindelförmigen Zellen abweichende 
Morphologie auf (rund und ohne deutliche Zellausläufer [→]) 
(Phasenkontrast) 
 
   
    
Abb. 10: Darstellung der morphologischen Veränderungen der Zellen mit zunehmender Kulti-
vierungszeit.  
A: spindelförmige Zellen mit geringer Zellgröße (junge Tiergruppe, Passage 1, PDL 7)  
B: spindelförmige Zellen mit geringer Zellgröße (alte Tiergruppe, Passage 4, CPDL 18,5) 
C: große Zelle (Zellfläche 27.000 µm²) aus dem Randgebiet der Kultur (junge Tiergruppe, Passage 4, 
CPDL 18)  
D: große Zellen (Zellflächen: Zelle 1: 7700 µm²; Zelle 2: 4800 µm²) (alte Tiergruppe, Passage 5, CPDL 20)  
Mit Pfeilen ist die Ausbildung von mehreren Zellkernen pro Zelle gekennzeichnet. 













In allen Kulturen konnten zu jedem Zeitpunkt sowohl kleine Zellen mit Spindelform als 
auch große bis sehr große polygonale Zellen gefunden werden. Ab Passage 4 stieg in 
den Randgebieten der Kulturen der Anteil an großen, polygonalen Zellen deutlich an. 
Viele dieser Zellen besaßen mehrere Zellkerne (Abb. 10 C, D), ein Phänomen, das bei 
spindelförmigen Zellen sehr selten beobachtet werden konnte. Die Volumenzunahme der 
Zellen und die Erhöhung des Zellanteiles der mehrkernigen Zellen wurden im Verlauf der 
nächsten Passagen bis zu Passage 7 immer deutlicher. Auch traten diese großen Zellen 
nicht mehr nur bevorzugt in den Randgebieten der Kulturen auf, sondern verteilten sich 
gleichmäßig in der Kulturschale. 
Die im Phasenkontrastmikroskop und bei den histologischen Färbungen festgestellte 
Flächenzunahme mit steigender Passagezahl ließ sich auch durch die Vermessung der 
Zellen belegen. Die statistische Analyse dieser Werte ist im Anhang in den Tabellen 13 -
15 aufgeführt. Werte für Passage 7 konnten nicht erhoben werden, da sich die Zellen nur 
in sehr geringem Maß an die Oberfläche anhefteten, diese Zellen sich größtenteils noch 
nicht vollständig entfaltet und die typische Zellform noch nicht angenommen hatten und 
auch ein gewisser Prozentsatz der Zellen bereits degeneriert waren.  
 
In Abbildung 11 wird deutlich, dass es kontinuierlich über die einzelnen Passagen zu 
einer Zunahme der durchschnittlichen Zellfläche in allen Altersgruppen kommt. Eine Aus-
nahme stellt hierbei die junge Tiergruppe zwischen Passage 1 und 2 dar, wo es nach ge-
messenen Werten zu einer Abnahme der mittleren Zellfläche kommt. Von Passage 1 
bis 3 konnte ein relativ geringer Anstieg in der Zellfläche beobachtet werden. Von 
Passage 4 bis Passage 6 ist die Flächenzunahme deutlicher. Anhand eines Box-Plots 
(nicht gezeigt) wurden die Zellen bestimmt, deren Zellfläche extrem vom Medianwert 
abwichen. Diese Zellen wurden in den weiteren Berechnungen nicht mit berücksichtigt. 
Betrachtet man die Verteilung der gemessenen Werte, ergibt sich für alle 3 Alters-
gruppen bei den Passagen 1, 2 und 3 keine Normalverteilung (p > 0,05). Ab der 
Passage 4 kann von einer Normalverteilung ausgegangen werden (p < 0,05). Aus 
diesem Grund wurden die Gruppen untereinander mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests 
miteinander verglichen (Tab. 14 im Anhang). Die Standardabweichungen vom Mittelwert 
sind in allen Passagen und Tiergruppen sehr hoch (Tab. 13 im Anhang). In der jungen 
und adulten Altersgruppe sind die Zellflächenzunahmen zwischen den einzelnen 
Passagen signifikant (p < 0,05) (mit Ausnahme der adulten Tiergruppe von Passage 2 zu 
Passage 3). In der alten Gruppe konnte nur zwischen den Passagen 2 bis 4 signifikante 
Veränderungen in den durchschnittlichen Zellflächen gefunden werden (Tab. 14 im 
Anhang). Die Unterschiede der Mittelwerte zwischen den einzelnen Altersgruppen zu den 
Passagen variieren (Abb. 11, Tab. 15 im Anhang). So weicht z.B. in Passage 1 die junge 













































Abb. 11: Darstellung der Ent-
wicklung der Zellflächen (Mittel-
werte in µm²) und ihrer Standard-
abweichung mit zunehmender 
Passagenummer. 
Deutliche Zunahme der mittleren Zell-
flächen, v.a. ab Passage 4 innerhalb 
aller Altersgruppen; hohe Standard-



















Abb. 12: Darstellung der 
vermehrten Detritusbil-
dung mit zunehmender 
Passagezahl. 
Deutliche Abnahme der 
Zelldichte, Vergrößerung 
der Zellen und Detritus-
bildung (Pfeile), (junge































Ab der 6. Passage konnte in allen Kulturen neben der sehr geringen Zelldichte auch eine 
vermehrte Bildung von Zelltrümmern festgestellt werden. Diese Zelltrümmer hafteten 
zum Teil noch der Kulturflasche an, teils lagen sie frei schwebend im Kulturmedium vor. 
In Passage 7 war der Anteil an toten bzw. degenerierten Zellen in vielen Kulturen größer 
als der Anteil an vitalen Zellen (Abb. 12, Abb. 17, Tabellen 7 - 12 im Anhang). 
  
     
4.3   Fluoreszenzanalyse 
Um eine mögliche Infektion mit Mykoplasmen in den Kulturen ausschließen zu können, 
wurden von allen Zellkulturen zum Zeitpunkt der dritten und sechsten Passage Zellen 
mittels DAPI angefärbt. Bei allen Kulturen kam es zu einer deutlichen Fluoreszenz der 
Zellkerne und zu einer geringen Hintergrundfluoreszenz im Bereich des Zytoplasmas 
(Abb. 13). In keiner der Kulturen ließ sich DNA von Mykoplasmen nachweisen. 
Passagenummer






































analyse mittels DAPI. 
Deutliche Fluoreszenz der 
Zellkerne (→ 1) und sehr
geringe Hintergrundfluores-
zenz im Bereich des Zyto-
plasmas (→ 2),  
(adulte Tiergruppe,  
Passage 3,CPDL 16), 
(Vergrößerung 20x)  
4.4   Immunhistochemie 
Zur Charakterisierung der kultivierten Zellen wurde mit Hilfe eines monoklonalen Anti-
körpers das Oberflächenantigen Cd 90 auf den Zellen nachgewiesen, welches von Fibro-
blasten exprimiert wird (KOUMAS et al. 2003). Nach Inkubation der Zellen ohne primären 
Antikörper konnte keine Braunfärbung der Zellen festgestellt werden (Abb. 14 A). Nach 
Inkubation mit dem primären Antikörper zeigten alle Zellen auf den Objektträgern eine 
Braunfärbung. Die Intensität der Färbung war gering (Abb. 14 B). 
Hinsichtlich der Morphologie der Zellen unterstützte die immunhistochemische Unter-
suchung die Befunde der histologischen Untersuchungen.  
 
    
Abb. 14: Immunhistochemischer Nachweis des Oberflächenantigens Cd 90. 
A: Negativkontrolle 
B: Positiver Nachweis von Cd 90 


















Abb. 15: Darstellung der aus den 
Hautexplantaten ausgewanderten 
Gesamtzellzahl (pro ml).  
Deutliche Differenzen in der Gesamt-
zellzahl (pro ml) und dem Anteil an 
toten Zellen zwischen den einzelnen 
Tieren. 
Tier 1-10: junge Tiergruppe 
Tier 11-20: adulte Tiergruppe 
Tier 21-30: alte Tiergruppe  
4.5   Proliferationsparameter der kultivierten Zellen 
Die gemessenen und berechneten Parameter (Gesamtzellzahl, Anzahl toter Zellen, 
Vitalität, PDL, CPDL, HPDL, Generationszeit und In-vitro-Lebensspanne) sind in 
Tabellenform im Anhang aufgelistet (Tabellen 7 - 12). Ebenso findet sich im Anhang die 
statistische Analyse dieser Parameter (Tabellen 16 - 18). 
4.5.1   Gesamtzellzahlen und Vitalität der Zellkulturen 
Von allen Hautproben ließ sich nach siebentägiger Kultivierung das Auswandern erster 
Zellen aus dem Explantat beobachten. 10 Tage nach der Probenentnahme konnten die 
Kulturen das erste Mal subkultiviert werden. Das Passagieren der Zellen erfolgte im 
weiteren Versuchsverlauf in wöchentlichem Abstand, mit Ausnahme der 6. und 
7. Passage (2 Wochen Abstand).  
 
Zwischen den Primärkulturen der einzelnen Tiere konnte bereits mikroskopisch ein teil-
weise deutlicher Unterschied in der Zelldichte festgestellt werden. Diese Differenz ließ 
sich dann auch in den berechneten Zellzahlen nach dem Trypsinieren darstellen. Der 
Anteil toter Zellen variierte zwischen den Kulturen stark. So schwankte die Vitalität der 



















Sowohl in Passage 1 als auch in Passage 2 erreichten die Zellkulturen innerhalb von 
5 bis 6 Tagen Konfluenz. Auch hier konnten in der Gesamtzellzahl und der Zahl der toten 
Zellen zwischen den einzelnen Tieren deutliche Unterschiede festgestellt werden. Die 
Vitalität der Zellkultur schwankte hier nicht so stark (96 % bis 99,9 %) wie bei den Primär-
kulturen.  
Tier (1-30)





















Ab Passage 3 kam es zur Abnahme der Zellproliferation. Der Zellrasen war bei den 
Kulturen nicht mehr so dicht. Die Zellzahl bei Trypsinierung war im Vergleich zu den 
Passagen 1 und 2 bei den Kulturen aller Tiere (mit Ausnahme von Tier 24) deutlich ab-
gesunken. Die Vitalität der Kulturen lag zwischen 91 % und 99,5 %.  
 
In den folgenden Passagen (4-6) nahmen die erreichten Gesamtzellzahlen (pro ml) 
immer weiter ab. Bei einzelnen Kulturen wurde jedoch eine im Vergleich zur vorherigen 
Passage höhere Gesamtzellzahl erreicht (z.B. Tier 15 Passage 6). Die Vitalität der 
Kulturen lag bei Passage 4 zwischen 87,5 % und 98 %, bei Passage 5 zwischen 78 % 
und 98 % und bei Passage 6 zwischen 73 % und 98 % (Abb. 16). 
 
Bei Passage 7 konnte eine nur sehr geringe bzw. gar keine Zellproliferation festgestellt 
werden. Die Gesamtzellzahl weicht in den meisten Fällen nur sehr gering von der 
Inokulationsmenge ab. Wie bereits beschrieben, nahm der Anteil der degenerierten 
Zellen während Passage 7 sehr deutlich zu, so dass die Vitalität der Kulturen sehr gering 
ausfiel (Abb. 17). 
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Abb. 16: Vergleichende Darstellung der erreichten Gesamtzellzahlen pro ml bei den Passagen 1 bis 6. 
Kontinuierliche Abnahme der Gesamtzellzahlen ab Passage 3; teilweise sehr deutliche Unterschiede bei den 
Gesamtzellzahlen und der Vitalität zwischen den einzelnen Tieren    

































































































































Passage 1 Passage 2
Passage 3 Passage 4

















Abb. 17: Darstellung der er-
reichten Gesamtzellzahl (pro ml) 
bei Passage 7.  
Von der Inokulationsmenge (50.000 
Zellen pro Flasche) nur gering ab-
weichende Zellzahlen nach 2-wöchiger 
Kultivierung. Sehr geringe Vitalität der 
Kulturen (zwischen 20 % [Tier 15] und 
80 % [Tier 6]). 
   Tier 1-10: junge Tiergruppe 
   Tier 11-20: adulte Tiergruppe 





                                                                                          







4.5.2   Einstellen der Proliferation 
Der Zeitpunkt, zu dem die Kulturen (ausgehend von der Zellzahl bei Inokulation) keine 
weitere Proliferation ihrer Zellen zeigten, lag bei allen Kulturen bei Passage 7. Allerdings 
differierte die bis zu diesem Zeitpunkt erfolgte Anzahl von Zellteilungen erheblich 
(Abb. 16 - 17; Tabellen 7 - 12 im Anhang). 
 
Der Zeitpunkt, zu dem die einzelnen Zellkulturen keine Populationsverdopplung mehr er-
reichten, war sehr unterschiedlich. Unterschieden werden soll in dieser Arbeit zwischen 
der erstmalig nicht mehr erreichten Zellzahlverdopplung und der IVL (In-vitro-
Lebensspanne, bzw. replikative Lebensspanne), die den Zeitraum vom Etablieren der 
Zellkultur bis zu einer nicht mehr erfolgenden Zellzahlverdopplung innerhalb eines 2-
wöchigen Kultivierungszeitraums darstellt. 
 
Einige Kulturen konnten schon bei sehr geringen Passagezahlen ihre Zellzahl nicht mehr 
verdoppeln, in der darauf folgenden Passage verdoppelte sich die Zellzahl allerdings 
wieder. Die Abbildung 18 bezieht sich auf die erstmalig nicht mehr erfolgende 
Zellzahlverdopplung. Im Gegensatz hierzu steht die IVL, In Abb. 18 wird deutlich, dass 
Zellkulturen der jungen Tiergruppe in Bezug auf die Passagezahl wesentlich später als 
Kulturen der adulten und alten Gruppe erstmalig eine Verdopplung ihrer Zellzahl nicht 
mehr erreichten.  
 
Mit fortschreitender Passagenummer konnte festgestellt werden, dass immer mehr  
Kulturen erstmalig ihre Gesamtzellzahl nicht mehr verdoppeln konnten. Im Gegensatz 
hierzu erreichte eine Kultur der adulten Tiergruppe bereits in Passage 4 keine 
Verdopplung der Zellzahl mehr. In Passage 5 erreichten 3 Kulturen die Verdopplung der 
Tier (1-30)



































Abb. 18: Darstellung der Anzahl 
an Kulturen pro Altersgruppe, die 
eine Populationsverdopplung zum 
ersten Mal nicht mehr erreichten 
(Passage 4 bis 7).  
Gesamtzellzahl nicht mehr. Die höchste Zahl ließ sich allerdings auch hier bei der 
Passage 7 feststellen. Die meisten Zellkulturen der alten Tiergruppe konnten in den 
Passagen 4 und 5 ihre Zellpopulation nicht mehr verdoppeln. Dementsprechend gering 
ist die Anzahl der Kulturen in den Passagen 6 und 7. 
 
Die durchschnittlichen CPDL-Werte der Zellkulturen der einzelnen Altersgruppen zu 
diesem Zeitpunkt lag für die junge Tiergruppe bei 20,7, für die adulte Tiergruppe bei 20,1 






















































4.5.3   Wachstumskurven  
Um eine Berechnung der Generationszeiten durchführen zu können, wurden von einigen 
Kulturen Wachstumskurven erstellt (Abb. 19 bis 20). Hierzu wurden je 6 Kulturen aus 
jeder Altersgruppe genutzt. Von Tier 17 war auf Grund einer bakteriellen Kontamination 
nur eine Wachstumskurve von Zellen der Passage 3 erstellbar. Bei vielen Kulturen war 
zum ersten Messzeitpunkt nach ca. 24 Stunden eine im Vergleich zur Inokulationsmenge 
geringere Zellzahl feststellbar. 
Die Grundform der Wachstumskurven ist in den Passagen 2 und 3 bei sämtlichen Tieren 
gleich. Im Vergleich zwischen den Wachstumskurven der Zellkulturen zwischen 
Passage 2 und Passage 3 fällt auf, dass die Kurven aus Passage 2 regelmäßiger 
geformt sind als die aus Passage 3. Hier kam es häufig zu einem eher undulierenden 
Kurvenverlauf. Bei einigen Kurven ließ sich sowohl in Passage 2 als auch in Passage 3 
im Bereich zwischen der 70. und der 95. Stunde bzw. zwischen der 150. und 190. 
Stunde in Kultur ein deutliches Plateau in der Kurve darstellen (Abb. 19). Dieses 
Verhalten war reproduzierbar.  
 
 










WK Tier 5 P 3 WK Tier 23 P 2
 
 
Abb. 19: Darstellung der Wachstumskurven von Tier 23 in Passage 2 (CPDL 12,4) und Tier 5 in 
Passage 3 (CPDL 16,0).  
Deutliche Plateaubildung (→) zwischen Stunde 70 und 95, zwischen Stunde 150 und 190 und ab Stunde 250 in 
den Passagen 2 und 3 (P: Passage; WK: Wachstumskurve) 
 
Der Vergleich der Kulturen aus den Passagen 2 und 3 zeigt, dass die erreichten Gesamt-
zellzahlen bei Passage 3 deutlich unter denen aus Passage 2 liegen. Im Vergleich der 
Tiere untereinander lassen sich teils deutliche Unterschiede in den Endwerten der 



































Abb. 20: Vergleichende Dar-
stellung der erstellten Wachstums-
kurven und der kalkulierten 
Wachstumsgeschwindigkeiten. 
A: Vergleich zwischen Tier 4 und 
Tier 23 (CPDL 12,5 bzw. 12,4) bei 
Passage 2 
B: Vergleich zwischen Tier 8 und 
Tier 30 (CPDL 16,1 bzw. 15,8) bei 
Passage 3 
C: Vergleich zwischen Tier 5 und 
Tier 30 (CPDL 16,0 bzw. 15,8) bei 
Passage 3 
Deutliche Abflachung der Wachstums-
kurve bei Passage 3, unregel-
mäßigerer Verlauf im Vergleich zu 
Passage 2; Kurven mit ähnlichem
CPDL in Passage 2 fast identische 
Kurvenverläufe, in Passage 3 Ver-
schiebungen in Kurven und Wachs-
tumsgeschwindigkeit sichtbar, teil-
weise auch deutlich von der Grund-
form abweichend (Bild C, Tier 5 
Passage 3); Beginn des logarith-
mischen Wachstums bei Passage 2 
bei ca. Stunde 120, bei Passage 3 bei 
ca. Stunde 100 
P: Passage; WK: Wachstumskurve; 
WG: Wachstumsgeschwindigkeit 
 
einen Großteil der Kulturen bei Passage 2 um die 120. Stunde der Kultivierung 
festgestellt werden. In Kulturen der Passage 3 hingegen beginnt die logarithmische 
Wachstumsphase i.d.R. vor der 120. Stunde (Abb. 20 B, C). Die Dauer des loga-
rithmischen Wachstums der Kulturen der Passage 3 ist oft geringer (Beginn der Plateau-
phase bei 8 Tieren bei ca. Stunde 200, bei den restlichen Tieren bei Stunde 250 oder 





















Messwerte Tier 4 P 2 WK Tier 4 P 2 WG Tier 4 P 2
Messwerte Tier 23 P 2 WK Tier 23 P 2 WG Tier 23 P 2

















Messwerte Tier 8 P 3 WK Tier 8 P 3 WG Tier 8 P 3
Messwerte Tier 30 P 3 WK Tier 30 P 3 WG Tier 30 P 3

















Messwerte Tier 5 P 3 WK Tier 5 P 3 WG Tier 5 P 3





Um die Generationszeiten der Kulturen untereinander vergleichen zu können, wurde 
immer der Bereich des exponentiellen Wachstums der Zellkulturen genutzt. Im 
Vergleich der Kulturen zwischen Passage 2 und 3 fällt eine Zunahme der 
Generationszeit bei allen untersuchten Kulturen auf (Abb. 20 A). Bei idealen 
Kurvenverläufen (z.B. Tier 3 und 30) kann beobachtet werden, dass die 
Generationszeiten sehr stark mit zunehmendem Alter der Kultur ansteigen.  
Die Werte für die Generationszeiten in den Passagen 2 und 3 sind normal verteilt 
(Statistik nicht gezeigt). Mit zunehmendem Alter der Tiergruppe nehmen die Mittelwerte 
der Generationszeiten bei gleicher Passagezahl, bzw. gleichem durchschnittlichem 
CPDL zu (Abb. 21 B). Auch fallen im Vergleich zwischen Kulturen der Passage 2 und 3 
der gleichen Altersgruppe die wesentlich höheren Generationszeiten auf. Diese 































Abb. 21: Übersicht über die Entwicklung der Generationszeiten (Mittelwerte in Stunden).  
A: berechnete durchschnittliche Generationszeiten in Passage 2 und 3 zur Phase des exponentiellen Wachstums, 
bei allen Kulturen Zunahme der Generationszeiten  
B: durchschnittlich höhere Generationszeiten in Passage 2 und 3 bei höherem Alter der Tiergruppe 
 
 
A Generationszeit (in h) 
Tier Passage 2 Passage 3 
3 32,8 52,4 
4 31,3 42,4 
5 42,6 53,8 
6 19,2 32,4 
7 21,6 27,7 
8 25,4 39,7 
13 43,6 53,1 
14 30,3 42,9 
15 52 57,3 
16 25,7 39 
17   37,6 
20 29,2 31,5 
22 54 60,6 
23 38,8 61,6 
26 41,6 43,7 
27 37,3 78,9 
28 40,1 51,2 
30 24,2 52,4 
























4.5.4   Proliferation der Zellen (PDL, CPDL, HPDL) 
Die erreichten Gesamtzellzahlen sind bereits in den Abbildungen 15-17 dargestellt 
worden. Aus diesen Abbildungen wird ersichtlich, dass bei allen Passagen stark 
abweichende Werte für einzelne Tiere gefunden werden konnten. Auch der Zeitpunkt, ab 
dem erstmalig keine Verdopplung der Zellzahl mehr erreicht wurde, variierte (Abb. 18).  
 
Aus den bestimmten Gesamtzellzahlen wurden zu jedem Passagezeitpunkt das erreichte 
PDL (bei Passage 1) und das CPDL (Passage 2 bis Passage 7) nach den unter dem 
Kapitel 3.4 aufgeführten Formeln berechnet. Der Endwert des CPDL bei Passage 7 
entspricht dem HPDL. 
 
Diese kalkulierten Werte wurden mittels des One-Sample Kolmogorov Smirnov Tests auf 
Normalverteilung untersucht (Tab. 16 im Anhang). Für die Passagen 1 – 6 waren die 
berechneten Werte normal verteilt (p < 0,05). Da bei Passage 7 keine messbare 
Zellproliferation mehr stattgefunden hat, war der Wert für das PDL bei allen Kulturen 
gleich Null. Somit konnte für Passage 7 die Normalverteilung nicht getestet werden.  
 
Die bereits in den Abbildungen der Gesamtzellzahlen (Abbildungen 15 - 17) dargestellte 
Abnahme der Proliferation mit zunehmender Kultivierungsdauer ließ sich auch durch die 
Berechnung der Proliferationsparameter belegen (Tabellen 7 - 12 im Anhang).  
Die Mittelwerte des PDL nahmen ab. Nur die adulte Gruppe zwischen Passage 5 und 6 
war davon ausgenommen. Hier wurde bei Passage 6 ein höheres PDL erreicht (Mittel-
werte) als bei Passage 5. Die Werte für die alte Tiergruppe aus den Passagen 5 und 6 
waren annähernd identisch (Passage 5: 0,774; Passage 6: 0,776). Weiterhin wird 
deutlich, dass mit Ausnahme der Passagen 1 und 3 vor allem die Werte der alten Tier-
gruppe häufig von der jungen und der adulten Tiergruppe abwichen (Abb. 22). Die junge 
und die adulte Tiergruppe lagen oft bei den errechneten Werten dicht beieinander, 
größere Unterschiede ließen sich nur zwischen Passage 5 und 6 feststellen (Abb. 22). 
 
Um die oben geschilderten Beobachtungen statistisch abzusichern, wurde mit Hilfe eines 
T-Tests untersucht, ob zwischen den einzelnen Passagen signifikante Unterschiede bei 
den Mittelwerten des PDL festzustellen waren. Die einzelnen Passagen wurden 
gegeneinander getestet. Die Abnahme des PDL war zwischen allen getesteten 
Passagen signifikant (p < 0,05). Einzige Ausnahme hierbei stellten die Mittelwerte aus 
den Passagen 5 und 6 dar, bei denen kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) 












Abb. 22: Darstellung der er-
reichten PDL (Mittelwerte) der Tier-
gruppen zu den Passagen (1-7). 
Deutliche Abnahme der PDL im Ver-





















Abb. 23: Boxplot-Darstellung der PDL
Werte aller Tiere zu den je-
weiligen Passagezeitpunkten. 
Dargestellt sind als Box 50 % der Werte. 
Die Linien in den Boxen stellen die Median-
werte dar. Extreme Einzelwerte sind mit 
dazugehöriger Tiernummer als Kreise dar-
gestellt. Bei sehr starker Abweichung vom 
Median wurden die Werte als Stern 















Um festgestellte Extremwerte innerhalb der berechneten Normalverteilung einzelner 
Kulturen darzustellen, wurde das Proliferationsvermögen der Zellen in Bezug zur 
Passagenummer in einem Boxplot dargestellt (Abb. 23).  
Am Ende von Passage 1 weichen die Zellkulturen von Tier 7 und 22 deutlich vom 
Medianwert nach unten ab. In Passage 2 ist bei den Kulturen von Tier 21 und 22 eine 
deutliche Abweichung der Zellproliferation vom Medianwert nach unten zu erkennen. In 
Passage 3 ist eine sehr starke Abweichung vom Median bei der Zellkultur von Tier 24 zu 
erkennen. Bei Passage 6 ist es die Zellkultur von Tier 15, bei der die Zellteilung sehr 
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Das HPDL schwankte zwischen den Kulturen sehr stark. Diese Unterschiede sind 
in der jungen Altersgruppe (Tier 1-10) gering, in der adulten Gruppe dagegen deut-
licher. In der alten Tiergruppe sind diese individuellen Differenzen am größten 
(Abb. 24 A). 
 
In der Abb. 24 B sind die Mittelwerte der HPDL der einzelnen Tiergruppen 
abgebildet. Diese Werte wurden statistisch mit Hilfe eines T-Tests (Independent 
Samples Test) miteinander verglichen. Hierbei ergab sich zwischen den 
Altersgruppen jung und adult in Bezug auf die HPDL-Mittelwerte kein signifikanter 
Unterschied (p = 0,590; und somit p > 0,05). Zwischen der jungen und alten 
Tiergruppe ergab sich ein Signifikanzwert von p = 0,05. Zwischen der adulten und 
der alten Tiergruppe ergab sich für p ein Wert von 0,037 (p < 0,05) (Tab. 15 im 
Anhang). Somit unterscheiden sich die Altersgruppen 1 und 2 nicht, weisen aber 
beide einen signifikanten Unterschied zu der alten Tiergruppe auf. Die proliferative 
Fähigkeit der kultivierten Fibroblasten der jungen und adulten Tiergruppe 











    
 
Abb. 24: Darstellung der HPDL – Werte für jedes einzelne Tier (A) und als Mittelwerte für die 
einzelnen Tiergruppen (B). 
(A): Starke Schwankungen der HPDL – Werte zwischen den einzelnen Tieren; am deutlichsten in der alten 
Tiergruppe  
(B): Vergleichsweise geringer HPDL - Mittelwert in der alten Tiergruppe; die Standardabweichung ist in der alten 
Tiergruppe am höchsten 
*: signifikanter Unterschied im HPDL in Bezug zu der jungen (p = 0,05) und der adulten Tiergruppe (p = 0,037) 
Tier 1-10: junge Tiergruppe 
Tier 11-20: adulte Tiergruppe 
Tier 21-30: alte Tiergruppe 











































Abb. 26: HPDL und Alter der Tiere 
(in Monaten) als Scatterplot (simple 
regression) dargestellt.  
Leichter Abfall der Regressionslinie 
(HPDL) mit zunehmendem Tieralter  











Abb. 25: Darstellung der kalkulierten 
CPDL - Mittelwerte zu den ver-
schiedenen Passagen innerhalb der 
3 Altersgruppen. 
Ähnliche Kurvenverläufe bei junger und 
adulter Gruppe, Abnahme der Wachs-
tumsgeschwindigkeit ab Passage 3, die 
CPDL – Werte der alten Tiergruppe 
liegen immer unter denen der anderen 
Tiergruppen 
Diese beobachteten Unterschiede zwischen den einzelnen Altersgruppen lassen sich 
auch mit Hilfe einer Zuwachskurve darstellen.  
















Die CPDL – Mittelwerte der alten Tiergruppe liegen zu allen Zeitpunkten unter denen 
der anderen Gruppen. Diese Differenz wird mit zunehmender Passageanzahl größer. 
Die junge und die adulte Tiergruppe zeigen einen sehr ähnlichen Kurvenverlauf. Ab 
Passage 3 flacht die Zuwachskurve bei allen Gruppen deutlich ab (Abb. 25).  
Es wurde ein Scatterplot mit dem Alter der einzelnen Tiere zur Probenentnahme und 
der HPDL erstellt (Abb. 26). Anhand der Regressionslinie ist eine geringe Abnahme der 
Proliferationsfähigkeit der kultivierten Zellen mit zunehmendem Alter des Tieres zu 
erkennen. Der Korrelationskoeffizient beträgt r = -0,303 (nach Pearson). Die HPDL -













Alter der Tiere (Monate)





































5   Diskussion 
5.1   Kritik der Methodik 
5.1.1   Auswahl der Versuchstiere 
In dieser Studie sollte geklärt werden, ob innerhalb einer Hunderasse Unterschiede hin-
sichtlich der zellulären Seneszenz zwischen verschieden alten Individuen festzustellen 
sind.  
 
Auf Grund der Verfügbarkeit vieler Tiere unterschiedlichen Alters und geringer 
genetischer Schwankungen innerhalb einer Versuchstieranlage wurde der Beagle als 
Hautspender ausgewählt. Die Tiere wurden von 2 Versuchstieranlagen zur Verfügung 
gestellt. Die Haltung und Fütterung der Tiere war in den Versuchsanlagen sehr ähnlich, 
so dass die Ergebnisse der untersuchten Parameter miteinander vergleichbar sind. Sehr 
große Unterschiede hinsichtlich der Haltung und Fütterung wären dagegen bei der Ver-
wendung von privat gehaltenen Tieren zu erwarten gewesen, so dass die Interpretation 
der Ergebnisse in diesem Fall schwierig geworden wäre (MASORO 1990).  
 
In anderen Arbeiten wurden ebenfalls Altersgruppen gebildet, um einen möglichen 
Zusammenhang zwischen dem Alter der untersuchten Individuen und den gemessenen 
Parametern darzustellen. Hierbei gab es Arbeitsgruppen, die sich für eine Zweiteilung 
der Gruppen entschieden haben. LI et al. (1996) stellten jungen Hunden (2-12 Monate) 
alte Hunde (> 6 Jahre) gegenüber. WANNEMACHER et al. (1966) verwendeten in ihren 
Studien ebenfalls zwei Altersgruppen. In der jungen Gruppe befanden sich Beagle mit 
einem Alter zwischen 9 und 12 Monaten, in der alten Gruppe waren die Tiere zwischen 
12 und 13 Jahre alt. In den Untersuchungen von MASSIMINO et al. (2003) wurden Fox-
Terrier und Labrador-Retriever mit einem Alter von 1 bis 2 Jahren als jung eingestuft, als 
adult galten die Tiere bei einem Alter von 9 bis 12 Jahren.  
MOSIER (1990) unterteilt das Leben eines Tieres in die Phase des Wachstums, die 
Adoleszenz und das Altern. Bei alleiniger Untersuchung von jungen und alten Pro-
banden ist eine Überwachung von Vorgängen über den gesamten Lebenszyklus nur 
sehr schlecht möglich. Aus diesem Grund empfiehlt sich die Auswahl von jungen, 
adulten und alten Individuen (KRAFT et al. 1997, ROWE et al. 1990, STRASSER et al. 
2000). Die Einteilung in verschiedene Altersgruppen ist jedoch meist ohne klare Richt-
linien vorgenommen worden (HEATON et al. 2002), so dass auftretende Unterschiede in 
Abhängigkeit vom Alter entweder durch die Gruppenbildung verstärkt werden oder aber 
keine signifikanten Unterschiede auftreten.  
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine Unterteilung in 3 verschiedene Altersgruppen vor-
genommen, wobei sich die Einteilung an LI et al. (1996) orientiert. Eine mittlere Gruppe 













Tab. 6: Darstellung der gewählten Gruppeneinteilung und des Gruppendurchschnittsalters. 
 
Vor allem die Tiere der adulten Gruppe verteilten sich in Bezug auf ihr Alter über einen 
großen Zeitrahmen (22 Monate bis 61 Monate, Abb. 26). Das Zeitfenster, in dem sich 
die alten Tiere befinden ist groß, jedoch liegt der Hauptanteil der Tiere bei einem durch-
schnittlichen Alter von 124 bis 134 Monaten. Die Zuordnung von Tier 21 zu der alten 
Tiergruppe ist nicht ganz unstrittig. Nach LI et al. (1996) könnte ein Tier mit 7 Jahren 
noch zu der adulten oder aber schon zu der alten Tiergruppe gezählt werden. Tier 21 
ließ sich sowohl nach seinem Verhalten als auch vom äußeren Erscheinungsbild her der 
alten Tiergruppe zuordnen. Insgesamt können Überschneidungseffekte zwischen den 
einzelnen Gruppen nicht ausgeschlossen werden.  
 
Um den Einfluss genetischer Faktoren auf die Ergebnisse der Untersuchung der 
zellulären Alterungsvorgänge möglichst gering zu halten, müssten Longitudinalstudien 
an den jeweils gleichen Individuen durchgeführt werden. Diese Studien sind jedoch sehr 
zeitaufwendig und kostenintensiv (ROWE et al. 1990). Für die vorliegende Studie 
wurden viele untereinander verwandte Tiere als Spender genutzt, um die genetische 
Heterogenität möglichst gering zu halten. Die Tiere 3, 4 und 5 stammen aus einem Wurf, 
die Tiere 6, 7, 8, 9 und 10 ebenso. Die Tiere 18 und 19 sind Geschwister, genau wie die 
Tiere 23, 24, 25, 26 und 27. 
 
Die Unterteilung der Tiere nach ihrem Geschlecht in zwei Gruppen wurde bei den Ver-
suchen nicht durchgeführt, da nach LI et al. (1996) kein Unterschied in der Pro-
liferationsfähigkeit der Fibroblasten beim Vergleich von gleichaltrigen männlichen und 
weiblichen Hunden feststellbar ist. EBBESEN (1983) konnte zwischen männlichen und 
weiblichen Vertretern bei Menschen und Mäusen keinen Unterschied in der maximalen 
Anzahl der Zellteilungen feststellen. Bei einer Longitudinalstudie mit humanen Haut-
spendern wurde von SMITH et al. (2002) allerdings eine signifikante Abnahme des Pro-
liferationsvermögens mit zunehmendem Donorenalter bei Frauen nachgewiesen. Dieser 
Effekt ließ sich bei männlichen Individuen nicht zeigen. 
Gruppeneinteilung 
junge Tiergruppe 
( 0 – 1 Jahr) 
adulte Tiergruppe 
( > 1  - 7 Jahre) 
alte Tiergruppe 
( > 7 Jahre ) 
Tieranzahl (n) 10 10 10 
Durchschnittsalter ≈ 0,4 J. ( ± 0,2 J. ) ≈ 3,7 J. ( ± 1,3 J. ) ≈ 10,3 J. ( ± 1,6 J. )
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5.1.2   Versuchsdurchführung 
Die Art der Behandlung des gewonnen Gewebes kann Auswirkungen auf die Qualität 
des Gewebes haben und somit die Ergebnisse der durchgeführten Studie stark beein-
flussen (ROWE et al. 1990). 
Die Verwendung eines Lokalanästhetikums ist nicht ganz unproblematisch. Die 
Gewebeverträglichkeit von häufig verwendeten Lokalanästhetika, wie z.B. von Procain 
und Lidocain ist jedoch gut (WERNER et al. 1996). Nach LI et al. 1996 hat Procain keine 
nachteilige Wirkung auf das Proliferationsverhalten von kaninen dermalen Fibroblasten. 
Aus diesem Grund wurde für die vorliegende Studie Lidocain verwendet. 
 
Auf eine Hitzeinaktivierung des verwendeten Zellkulturmediums wurde verzichtet. Eine 
Hitzeinaktivierung führt zur Zerstörung der Komplementfaktoren und der Immunglobuline 
(MORGAN et al. 1994). Nach LINDL (2002a) ist eine Hitzeinaktivierung von Serum nicht 
zu empfehlen, da durch diesen Prozess wachstumsfördernde Eigenschaften eliminiert 
werden können. Dieses gilt v.a. für fetales Kälberserum, das einen nur geringen Anteil 
an Komplementfaktoren besitzt. 
 
Die Protokolle für das Kultivieren der Primärkultur, das Subkultivieren, das Erstellen der 
Wachstumskurven und das Einfrieren der Zellen wurden aus den Anleitungen von 
MORGAN et al. (1994) und LINDL (2002 b) entnommen.  
Die Kultivierung von humanen Fibroblasten mit geringen Zelldichten (1 x 104 bis 1 x 105 
Zellen pro 25 cm² Kulturflasche) bei der Inokulation führt nach KAZUHIKO et al. (1980) 
zu einer Verkürzung der IVL. Dabei ergeben sich Vorteile hinsichtlich der Versuchsdauer 
und der entstehenden Kosten gegenüber der herkömmlichen Methode (hohe In-
okulationsdichte bei einer Subkultivierung im 3 bis 4 Tagesabstand bei einem Teilungs-
verhältnis von 1:2). In der vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grund eine 
Inokulationsdichte von 5 x 104 Zellen pro Kulturflasche (25 cm2) gewählt. 
 
NASIR et al. (2001) konnten mit einem nur geringgradig abweichenden Kultivierungs-
schema kanine dermale Fibroblasten bis zu einem PDL von 16 kultivieren. Allerdings 
handelt es sich bei dieser Arbeit um die Zellkultur von nur einem einzigen Tier. Auch ist 
nicht klar, auf welchem Weg das PDL berechnet worden ist. BRATKA-ROBIA et al. 
(2002) konnten kanine dermale Fibroblasten 16-mal subkultivieren. Die Kulturen wurden 
hier allerdings bereits nach 5 und nicht wie in den eigenen Untersuchungen nach 
7 Tagen passagiert. Diese Arbeitsgruppe konnte ebenfalls nach den ersten 5 Kulti-
vierungstagen das erste Auswandern aus Hautbioptaten beobachten. Die erste Sub-
kultivierung wurde nach 10 Tagen vorgenommen. 
 58
Beim Vermessen der Zellflächen wurde versucht, einzeln liegende Zellen zu wählen. 
Zellen, die dichter beieinander liegen, könnten abweichende Zellflächen aufweisen, 
wurden aber auf Grund der schlechten Unterscheidbarkeit der Zellgrenzen nicht ver-
messen. Die Messung der Zellflächen ist nicht direkt mit Messungen des Zellvolumens 
anderer Arbeitsgruppen vergleichbar. Allerdings stellt die Zellfläche einen Anteil des 
Zellvolumens dar und kann somit zu indirekten Vergleichen genutzt werden.  
 
Teils kam es dazu, dass trotz zunehmender Passagezahl die kalkulierte Gesamtzellzahl 
im Vergleich zur vorherigen Passage wieder zu- statt abnahm. Dieses war besonders 
deutlich in der mittleren Gruppe (z.B. Tier 15 über die Passagen 4, 5 und 6). Die 
Kulturen wurden methodisch betrachtet alle gleich behandelt. Eine Möglichkeit für das 
Abweichen vom erwarteten Verhalten ist, dass diese Abweichung die tatsächlichen 
Eigenschaften dieser Zellen widerspiegelt. 
 
Mit Hilfe der Wachstumskurven sollte untersucht werden, ob die Generationszeiten 
(bzw. die Wachstumsgeschwindigkeiten) der Kulturen mit zunehmendem Alter der 
Kulturen ansteigen. Es sollte ein Vergleich zwischen jungen und alten Tieren zum 
selben Passagezeitpunkt, bzw. zum selben CPDL erfolgen. Weiterhin sollten die 
Passagen 2 und 3 innerhalb einer Kultur miteinander verglichen werden. Dafür war es 
notwendig, Kulturen zu finden, die zum Beginn der Kultivierung für die Wachstumskurve 
ähnliche Werte für das CPDL aufwiesen. Zum Vergleich der Kulturen untereinander 
wurden Kurven ausgewählt, bei denen die CPDL sehr dicht beieinander lagen. 
 
Mykoplasmenkontaminationen können Einfluss auf die Zellproliferation und 
verschiedene andere Zellfunktionen ausüben. Aus diesem Grund sollte eine 
regelmäßige Testung der Kulturen auf eine Mykoplasmenkontamination erfolgen 
(ANONYM 2004, MORGAN et al. 1994). Es existieren verschiedene 
Nachweismöglichkeiten für Mykoplasmen in Zellkulturen. Aus Kostengründen fiel die 
Wahl auf den Nachweis mykoplasmaler DNA in den kultivierten Zellen mittels DAPI. 
Diese Methode besitzt aber nur eine relativ geringe Sensibilität bei Direkttestung der 
Kultur. Andere Nachweisverfahren, wie z.B. der immunologische Nachweis und die 
PCR, sind zwar sensitiver im Nachweis, allerdings auch wesentlich kostenintensiver 
(ANONYM 2004).  
 
Bei der Kultivierung der Zellen mit Hilfe der Explantatmethode kann nicht ausge-
schlossen werden, dass neben Fibroblasten andere Zellen aus dem Explantat mit aus-
wandern und sich in den weiteren Passagen mit vermehren. Da die gewonnen Haut-
proben nur vom Unterhautfettgewebe befreit worden sind und keine Trennung in Dermis 
und Epidermis erfolgte, könnten sich theoretisch alle in diesen beiden Schichten vor-
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handene Zellen mit in den Kulturschalen befinden. In der Epidermis befinden sich zu 
über 90 % Keratinozyten. Weiterhin finden sich dort u.a. Melanozyten und Langerhans-
Zellen. Hauptbestandteil der Dermis sind Fibroblasten. Neben diesen sind auch noch 
Mastzellen und Histiozyten vorhanden (HEIN 2003). Die Stanzproben enthalten als 
Bestandteil der Dermis auch kleine Gefäße, so dass auch die zirkulierenden Blutzellen 
in die Primärkultur gelangen können. Eine Möglichkeit zur Differenzierung der ange-
züchteten Zellen stellt die Untersuchung der Zellmorphologie dar. Wie bereits 
beschrieben, wurden in den Primärkulturen und in Passage 1 Zellen verschiedenster 
Form gefunden. Hauptanteil stellten hierbei aber die spindelförmigen Zellen dar. Mit 
hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich bei den vielgestaltigen Zellen der 
Primärkultur und aus Passage 1 um Fibroblasten, Keratinozyten und Blutzellen. Ab 
Passage 2 hingegen waren nur noch bipolare, spindelförmige Zellen zu finden. Diese 
Zellform ist typisch für teilungsaktive Fibroblasten (BRATKA-ROBIA et al. 2002). Dass 
nur noch dieser Zelltypus in den Kulturen sichtbar war, liegt zum einen an der sehr 
hohen Teilungsrate von Fibroblasten und zum anderen an den für Fibroblasten 
optimierten Kultivierungsbedingungen (MORGAN et al. 1994). 
Ein weiteres Merkmal von in vitro kultivierten Fibroblasten ist, dass sie als Monolayer 
wachsen (BRATKA-ROBIA et al. 2002). Nach JAFFE et al. (1973) zeigen sich in kon-
fluenten Fibroblastenkulturen viele Wirbel mit teils multipel überlappenden Schichten, 
die Zellgrenzen sind deutlich voneinander unterscheidbar. Dieses stimmt mit den 
eigenen Beobachtungen überein (Abb. 8 A, B), und lässt dementsprechend sowohl über 
die Morphologie als auch über das Wachstumsverhalten die Identifizierung des Zelltyps 
als Fibroblasten zu.  
Die in den Passagen 1 und 2 auftretenden Zellansammlungen (Abb. 9 A, B) sind deut-
lich dreidimensionale Strukturen, so dass man davon ausgehen kann, dass andere 
Zellen als Fibroblasten an deren Bildung beteiligt waren. Zum Teil sind diese Strukturen 
deutlich von den spindelförmigen Zellen abgegrenzt (Abb. 9 A). Im Zentrum dieser 
Gebilde befinden sich polygonale Zellen. Die Zellgrenzen sind nicht unterscheidbar. 
Nach JAFFE et al. (1973) und CRUTCHLEY et al. (1980) handelt es sich bei diesem 
Zelltypus um Endothelzellen. NISTRI et al. (2002) konnten an isolierten Endothelzellen 
der Koronargefäße von Ratten in der Kultur eine Bildung von Pseudolumina 
beobachten.  
Diese Zellformationen waren in der vorliegenden Arbeit nur selten in den Passagen 1 
und 2 zu beobachten, so dass man davon ausgehen kann, dass in höheren Passagen 
keine Endothel- und Blutzellen mehr vorhanden waren.  
Neben der morphologischen Charakterisierung der Zellen wurde in der vorliegenden 
Arbeit der Nachweis des Oberflächenantigens Cd 90 mit Hilfe eines monoklonalen 
Antikörpers durchgeführt. Dieses Oberflächenantigen wird von einer Vielzahl von Zellen 
exprimiert, wie z.B. von T-Lymphozyten und Fibroblasten. Keratinozyten besitzen dieses 
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Oberflächenantigen nicht (COBBOLD et al. 1994, McKENZIE et al. 1981). Der positive 
Nachweis des Oberflächenantigens Cd 90 auf den Zellen (deutliche Braunfärbung 
sämtlicher Zellen auf den Deckgläschen) lässt neben der typischen Zellmorphologie und 
den Wachstumseigenschaften den Schluss zu, dass es sich bei den kultivierten Zellen in 
den Passagen 3 und 6 um Fibroblasten gehandelt hat. 
5.2   Aussagekraft von Kultursystemen im Allgemeinen und Besonderen  
Zellkultursysteme werden unter anderem genutzt, um In-vitro-Veränderungen zu unter-
suchen, die auf zellulärer Ebene während des Alterns stattfinden. Sehr häufig wird 
versucht, von den in vitro erhaltenen Ergebnissen, auf Vorgänge zu schließen, die in 
vivo beim Altern stattfinden. Mittlerweile wird jedoch oftmals angezweifelt, dass eine 
direkte Übertragung der Ergebnisse von in vitro auf in vivo möglich und sinnvoll ist, da 
die Ergebnisse in beiden Systemen teils sehr voneinander abweichen (NORWOOD 
et al. 1990, SCHNEIDER et al. 1976, SEVERINO et al. 2000).  
 
In Bezug auf die morphologischen Untersuchungen ergab sich unter anderem, dass es 
mit zunehmender Kultivierungszeit (bzw. IVL) zu einer Zellflächenvergößerung kam 
(Abb. 11). Diese Beobachtung wurde bereits von vielen Autoren gemacht. BOWMAN 
et al. (1975) stellten fest, dass mit dem Erreichen der Phase 3 (Kap. 2.2.2) das 
Zellvolumen humaner Fibroblasten deutlich zunimmt. Die Autoren nahmen an, dass der 
Verlust der Teilungsfähigkeit der Zellen zu dieser Volumenzunahme führt. MITSUI et al. 
(1976) stellten fest, dass humane Fibroblasten im Verlauf der ersten 40 PD einen 
langsamen Anstieg in den Zellvolumina aufweisen und mit Eintritt in die seneszente 
Phase der IVL eine stärkere Zunahme der Zellvolumina zeigen.  
In den vorgenommenen Versuchen konnte in allen Kulturen ab Passage 4 ein größerer 
Anstieg in der Flächenzunahme als in den vorherigen Passagen festgestellt werden. Ab 
diesem Zeitpunkt kam es auch zu einer merkbaren Zunahme an mehrkernigen Zellen 
(Abb. 10D) und zu einer Abnahme der erreichten Gesamtzellzahl pro Passage 
(Abbildungen 23 bis 24). Die beobachtete Flächenzunahme und die Zunahme an mehr-
kernigen Zellen in der Kultur gelten als Charakteristika für eine seneszente Zellkultur. 
Die Betrachtung der Kulturen zu ein und demselben Passagezeitpunkt stellt nach 
MACIEIRA-COELHO et al. (1982) keine genaue Vergleichsmöglichkeit in Bezug auf das 
Alter der Kultur dar. Das Alter der Kulturen sollte besser in Bezug auf die bisher 
erfolgten Zellteilungen bestimmt werden (Angabe des PDL), da diese Angabe als 
genauer gilt. Deswegen wurde neben der Betrachtung des Passagelevels auch immer 
das bis dorthin berechnete PDL verglichen. Bei Betrachtung der Ergebnisse fällt auf, 
dass es immer in Passage 4 zu einem sprunghaften Anstieg der Zellflächen kommt, 
während die bis dorthin stattgefundenen Zellteilungen in vitro wesentlich voneinander 
abweichen (junge Tiergruppe CPD  18,3; adulte Tiergruppe 18,5; alte Tiergruppe 17,0). 
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Die Zellkulturen der alten Tiergruppe zeigen also zu einem früheren Zeitpunkt erste 
Anzeichen für die zelluläre Seneszenz als Kulturen der jüngeren Tiergruppen. Eine 
mögliche Erklärung für den im replikativen Geschehen differierenden Zeitpunkt, v.a. bei 
der alten Tiergruppe, ist, dass die Zellen alter Tiere in vivo schon eine wesentlich 
längere Zeit existiert haben und sich somit schon wesentlich öfter geteilt haben 
(CAMPISI 1996). Da die Teilungsfähigkeit von Fibroblasten bei vielen Spezies limitiert 
ist (HAYFLICK et al.1961), würden Zellen, die sich in vivo bereits öfter geteilt haben, in 
vitro ein geringeres Teilungspotential aufweisen als jüngere Zellen.  
Ein Zusammenhang zwischen der Altersgruppe und der durchschnittlichen Zellfläche zu 
einer bestimmten Passage ließ sich nicht zeigen. In Abbildung 11 ist zu erkennen, dass 
die durchschnittliche Zellfläche der alten Tiergruppe nur in der Passage 4 höher als die 
der jüngeren Gruppen ist. In den Passagen 5 und 6 liegt die durchschnittliche Zellfläche 
dieser Gruppe sogar deutlich unter denen der jungen und adulten Tiergruppe.  
In den ersten drei Passagen liegen die Werte für die Zellflächen sehr dicht beieinander. 
Die Differenzen zwischen den gemessenen Werten werden ab Passage 4 innerhalb 
einer Gruppe immer deutlicher. Auch MITSUI et al. (1976) stellten in ihren Arbeiten eine 
stärkere Variation der Zellgröße mit zunehmendem Zellkulturalter fest.  
 
In jedem Passagelevel ließen sich sowohl Zellen mit seneszentem Phänotyp als auch 
sich stark teilende Zellen finden (Abb. 11C). Dieses stimmt u.a. mit den Ergebnissen von 
BRANDES et al. (1972) überein. Auch CRISTOFALO et al. (1998) konnten in humanen 
Fibroblastenkulturen in allen Altersgruppen sowohl langlebige als auch kurzlebige Zellen 
beobachten. In den eigenen Untersuchungen nahm der Anteil von Zellen mit morpho-
logisch seneszentem Phänotyp mit zunehmender Passagezahl immer mehr zu. Umso 
älter die Kulturen waren, desto größer wurde der Anteil an phänotypisch seneszenten 
Zellen. Es handelt sich bei den Kulturen also um Mischpopulationen, in denen sowohl 
teilungsaktive (spindelförmige) als auch nicht aktive (polygonale, große) Zellen 
vorkommen.  
 
In der Literatur wird der Begriff der IVL, bzw. replikative Lebensspanne, von den 
Autoren teils sehr weit gefasst. Das Ende der replikativen Lebensspanne wird von den 
Autoren danach bestimmt, ob die Kulturen innerhalb eines bestimmten Zeitraums in der 
Lage sind, ihre Zellzahl zu verdoppeln. Wenn bei einer Teilungsrate von 1:2 nach zwei 
Wochen keine Verdopplung der Zellzahl in der Kultur mehr stattfindet, ist nach 
MATSUMURA et al. (1979) das Ende der replikativen Lebensspanne erreicht. Nach 
CRISTOFALO et al. (1980) ist die replikative Lebensspanne beendet, wenn nach 
dreiwöchiger Kultivierung keine Populationsverdopplung mehr stattgefunden hat.  
Die Entscheidung, die eigenen Kulturen so lange zu kultivieren, bis innerhalb von zwei 
Wochen kein Anstieg in der Gesamtzellzahl mehr festzustellen war, stellt einen 
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Kompromiss zwischen den Definitionen nach MILLIS et al. (1992) und BRUCE et al. 
(1986) (keine Zunahme in der Gesamtzellzahl nach 1 Woche bzw. nach 3 Wochen 
Kultivierung) dar. Die einwöchige Kultivierungszeit bringt den Nachteil, dass die alten 
Zellen sich noch nicht wieder von der letzten Subkultivierung erholt haben, sich somit 
erst später teilen und mögliche spätere Teilungen durch das kurze Kultivierungsintervall 
nicht registriert werden. Zwischen der zweiwöchigen und dreiwöchigen Kultivierung 
konnte kein Unterschied in der Gesamtzellzahl während der Vorversuche ausgemacht 
werden, so dass aus Zeit- und Kostengründen die zweiwöchige Kultivierungsdauer 
gewählt wurde. Der Zeitpunkt, zu dem innerhalb von zwei Wochen keine Gesamtzell-
zunahme in den Kulturen feststellbar war, lag übereinstimmend bei allen Kulturen in 
Passage 7. Es war auffällig, dass die Anzahl der in vitro stattgefundenen Populations-
verdopplungen (HPDL) bis zum Beenden der Zellproliferation deutlich voneinander 
abwichen (Abb. 24 A), so z.B. Tier 22 (HPDL 15,5) und Tier 29 (HPDL 22,7).  
Auf Grund des sehr verschiedenen Teilungsverhaltens der einzelnen Kulturen war es 
schwierig, für alle Kulturen dasselbe Kultivierungsschema in Bezug auf das Bestimmen 
der replikativen Lebensspanne anzuwenden. Einige Kulturen teilten sich noch rapide (so 
z.B. Tier 29 in Passage 4), während anderen Kulturen (z.B. Tier 23 in Passage 4) eine 
Zellzahlverdopplung nicht mehr möglich war. Somit war es weder in Passage 4 noch 
Passage 5 möglich, der Gesamtheit der Kulturen einen Zeitraum von 2 oder sogar 
3 Wochen zu gewähren, um eine Zellzahlverdopplung zu erreichen. Das wiederum be-
deutet, dass das in den Untersuchungen festgestellte Ende der replikativen Lebens-
spanne einiger Kulturen nicht zwingend der von CRISTOFALO et al. (1980) definierten 
Spanne entspricht, da die Kulturen bei ausreichender Zeit (so z.B. 2 oder 3 Wochen) 
möglicherweise noch eine Zellzahlverdopplung erreicht hätten. Des Weiteren kam es bei 
einigen Kulturen im Verlauf der einzelnen Passagen sogar zu einer Zunahme der 
Teilungsfähigkeit der Zellen, anstatt zu der zu erwartenden Abnahme des Proliferations-
vermögens (z.B. Tier 12 von Passage 4 [PDL: 1,4] zu Passage 5 [PDL: 2,7]). Diesem 
wurde Rechnung getragen, indem in der Arbeit nicht die eigentliches IVL untersucht 
wurde, sondern auf das erstmalige Auftreten einer nicht mehr erfolgenden 
Zellzahlverdopplung näher eingegangen wurde (Kap. 4.5.2). 
 
Allgemein lässt sich feststellen, dass der Zeitpunkt bis zu der erstmalig nicht mehr 
erreichten Zellzahlverdopplung sowohl in Bezug auf die Passagezahl als auch auf die 
bis zu diesem Zeitpunkt stattgefundenen Zellteilungen (HPDL) bei der jungen 
Tiergruppe am längsten und bei der alten Tiergruppe am kürzesten ist. Dieses lässt sich 
mit der Annahme erklären, dass Zellen älterer Tiere sich in vivo bereits öfter als Zellen 
jüngerer Tiere geteilt haben und die kultivierten Zellen nur über ein begrenztes 
Proliferationsvermögen verfügen (CAMPISI 1996, HAYFLICK et al.1961).  
 
 63
Die Grundform der erstellten Wachstumskurven ist bei allen Tieren in den Passagen 2 
und 3 ähnlich. Allgemein gesagt, lassen sich an den Kurven in grober Unterteilung drei, 
den Stadien des Bakterienwachstums ähnliche Phasen, einteilen. Hierzu zählen die lag-
Phase (Latenz bzw. Anpassungsphase), bei der eine Anpassung der Zellen an das sie 
umgebende Milieu erfolgt, die log-Phase (logarithmische Phase, exponentielle Phase), 
in der die Zellen sich exponentiell bei maximaler Geschwindigkeit vermehren, und die so 
genannte stationäre Phase, während der sich Zellteilung und Zelltod die Waage halten. 
Eine weitere Zunahme der Zellzahl wird durch limitierende Faktoren in der Kultur ver-
hindert (z.B. Ansammlung toxischer Stoffwechselprodukte) (MUSCHKOWITZ 1997). 
In vielen Wachstumskurven konnte um die Stunde 150 bei den Originalmesswerten die 
Ausbildung eines Plateaus festgestellt werden. Anzunehmen ist, dass an Tag 6 
(Stunde 144) ein erster Mangel an bestimmten Nährstoffen sowie eine Akkumulation 
von Stoffwechselendprodukten eintreten. Aus diesem Grund kann es zu einer geringen 
Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit kommen. Sowohl in Passage 2 als auch in 
Passage 3 wurde an Tag 7 routinemäßig das Medium gewechselt. Die Zellen müssen 
sich an das neue Milieu gewöhnen und durchlaufen somit nochmals die lag-Phase. 
Anschließend setzt bei den Kulturen in Passage 2 das exponentielle Wachstum wieder 
ein. Bei den Kulturen aus Passage 3 hingegen kommt es i.d.R. nach dem Medium-
wechsel nicht mehr zu einer starken exponentiellen Zellproliferation. Die Ausbildung der 
eigentlichen Plateauphase wird bei den Zellen in Passage 2 durch die Kontaktinhibition 
hervorgerufen, da die Kulturen zu diesem Zeitpunkt konfluent sind. Um das Alter der 
Kulturen besser zu charakterisieren, wurde zu Beginn der In-vitro-Untersuchungen das 
Passagelevel als Anhaltspunkt für das Kulturalter gewählt. Bei einer Teilungsrate von 
1:2 wurde das Passagelevel mit der Anzahl an bereits erfolgten Populations-
verdopplungen gleichgesetzt (McHALE et al. 1971). Eine bessere Angabe des Alters ist 
das kalkulierte PDL (CPDL), auch wenn dieser Wert immer noch eine eher ungenaue 
Angabe darstellt (MACIEIRA-COELHO et al. 1982). Es wurde somit in den eigenen 
Ergebnissen versucht, Kulturen mit ähnlichem CPDL zu vergleichen, um 
altersabhängige Veränderungen an den Zellen zeigen zu können. Tier 5 (junges Tier) 
und Tier 30 (altes Tier) wiesen zu Beginn der Kultivierung für die Wachstumskurven ein 
ähnliches PDL, bzw. CPDL auf. Die in Abbildung 21 C dargestellte Wachstumskurve aus 
Passage 3 von Tier 5 zeigt eine deutlich abweichende Form im Vergleich zu der von 
Tier 30. Wie in Bild A und B zu sehen ist, liegt die Wachstumskurve der alten Tiere i.d.R. 
unter der der jüngeren Tiere. In der Betrachtung der HPDL fällt auf, dass Tier 5 mit 
einem Wert von 18,5 deutlich unter dem Wert von Tier 30 (20,9) liegt. Daraus folgt, dass 
sich deutliche individuelle Unterschiede im Proliferationsvermögen bei den erstellten 
Wachstumskurven zeigen lassen.  
Die festgestellte Verschiebung der Phase des logarithmischen Wachstums der Kultur in 
Abhängigkeit von ihrem Alter (längere Phase des exponentiellen Wachstums i.d.R. in 
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Passage 3, Abb. 20 C), konnten auch MACIEIRA-COELHO et al. (1982) in ihren Studien 
dokumentieren.  
 
Die Generationszeiten der einzelnen Zellkulturen nehmen im Verlauf von Passage 2 zu 
Passage 3 deutlich zu (Abb. 21 A, B). Diese Zunahme war in allen Fällen signifikant 
(p < 0,05) (Statistik nicht gezeigt). Auch die einzelnen Altersgruppen ließen sich 
zwischen den Passagen deutlich unterscheiden (p < 0,05). Das heißt, dass es mit 
zunehmendem Alter des Hautspenders, und im Verlauf der IVL (Passage 2 zu 
Passage 3) zu einer Verlängerung der Generationszeiten kommt. Dieses stimmt mit den 
Beobachtungen von HAYFLICK 1965) und MACIEIRA et al. (1966) überein. Die 
Erhöhung der Generationszeiten ist ein Merkmal der replikativen Seneszenz. 
 
Es konnten starke Variabilitäten bei den berechneten Zellkulturparameter zwischen 
den einzelnen Tieren beobachtet werden (u.a. bei der IVL, dem PDL und dem HPDL). 
Teilweise war die Proliferationsfähigkeit von Fibroblasten alter Tiere in manchen 
Passagen höher als die von jungen und adulten Tieren (Abbildungen 15-17). Auch ist 
die Streuung der Ergebnisse in Bezug auf die erreichten HPDL in Abhängigkeit vom 
Alter des Spendertieres recht hoch. Vor allem die Werte der älteren Tiere sind sehr weit 
gestreut (Abb. 26). 
MARTIN et al. (1970) stellten in ihren Experimenten starke Unterschiede zwischen dem 
proliferativen Potential der Fibroblasten bei Donoren derselben Altersgruppe fest. 
SCHNEIDER et al. (1976) konnten bei Versuchen, in denen humane Fibroblasten für die 
Bestimmung der CPDL in Abhängigkeit vom Donorenalter (Einteilung in 2 Gruppen: jung 
21-36 Jahre; alt 63-92 Jahre) genutzt worden sind, eine Überlappung in den 
Ergebnissen beider Altersgruppen finden. Nach seiner Meinung kann diese 
Überlappung daher rühren, dass statt des biologischen Alters das chronologische Alter 
als Altersangabe bei den Spendern verwendet wurde und somit die tatsächliche 
Leistungsfähigkeit der Individuen nicht genau angegeben wurde. Neben dieser 
Ungenauigkeit der Altersangabe machten einige Wissenschaftler auch noch andere 
Faktoren für die teilweise deutlich überlappenden Ergebnisse zwischen den einzelnen 
Altersgruppen hinsichtlich der IVL und der kalkulierten HPDL verantwortlich. So konnten 
SCHNEIDER et al. (1981) auch bei einigen Kulturen älterer Hautspender eine größere 
IVL feststellen als bei jungen Hautspendern. Dieses führten sie auf die genetische 
Heterogenität der Kulturen zurück. Auch ROWE et al. (1990) führten die genetische 
Heterogenität bei Menschen als Ursache für mögliche Unterschiede bei den bestimmten 
Werten in Gewebeproben an. CAMPISI (1996) machte auch die teils sehr 
verschiedenen Lebensgeschichten der Individuen (und damit ihrer Zellen) für die weite 
Streuung des Proliferationsvermögens verantwortlich. CAMPISI (2001) geht davon aus, 
dass die Streuung der Parameter ihre Ursache in der meist alleinigen Betrachtung des 
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replikativen Potentials der Zellen (ohne Einbeziehung der parallel ablaufenden 
Funktionsänderungen) hat. Das bedeutet, dass die replikative Seneszenz als Teilaspekt 
der zellulären Seneszenz nach Meinung des Autors eine geringere Bedeutung für das 
Altern des Gesamtorganismus besitzt als die vielfältig stattfindenden 
Funktionsveränderungen in den Zellen (Abb. 3).  
Sowohl die genetische Heterogenität der Spender als auch die unterschiedliche Lebens-
geschichte der Spender können in den eigenen Untersuchungen als mögliche Ursache 
für die starke Streuung und Überlappung der Ergebnisse vernachlässigt werden. Die 
Tiere stehen in einem relativ engen verwandtschaftlichem Verhältnis zueinander und die 
Haltungsbedingungen ähnelten sich sehr stark. Zur Einschätzung des Alters der Tiere 
wurde das chronologische Alter herangezogen. Die Beurteilung der Tiere in Bezug auf 
ihr biologisches Alter ist auf Grund fehlender exakter Methoden nicht durchgeführt 
worden (mit Ausnahme von Tier 21). Laut SCHNEIDER et al. (1976) kann die 
tatsächliche Leistungsfähigkeit des Organismus (biologisches Alter) stark von der 
erwarteten Leistung (auf Grund des chronologischen Alters) abweichen, so dass sich die 
erwähnten Schwankungen im Proliferationsvermögen der Zellen in den Ergebnissen 
widerspiegeln.  
 
In den eigenen Versuchen wurde deutlich, dass das replikative Potential der Zellen 
(PDL) mit zunehmender Passagezahl, bzw. zunehmender Kultivierungszeit immer mehr 
abnahm. Dieser Effekt trat in allen 3 Altersgruppen auf (Abb. 22). Die Abnahme der 
Zellteilungen war mit Ausnahme des Übergangs von Passage 5 zu Passage 6 für die 
Gesamtheit aller berechneten PDL signifikant (Tab. 17). Diese immer weiter 
abnehmende Teilungsaktivität der Fibroblasten ist das Hauptmerkmal der replikativen 
Seneszenz und ein Teilaspekt der zellulären Alterung. Nach Betrachtung der 
Entwicklung der PDL kann davon ausgegangen werden, dass kanine dermale 
Fibroblasten replikativer Seneszenz unterliegen.  
Im Vergleich der erreichten HPDL der Altersgruppen untereinander zeigte sich, dass die 
Zellen der alten Tiergruppe sich signifikant weniger teilten als die Zellen der jungen und 
adulten Tiergruppe (jung zu alt p = 0,05; adult zu alt p = 0,037; Abbildungen 25 B 
und 26). Zwischen der jungen und der adulten Tiergruppe war kein signifikanter 
Unterschied in der Teilungsfähigkeit der Zellen zu erkennen. Der Unterschied zwischen 
den Zellen der alten und den jüngeren Tiergruppe lässt sich mit der größeren Anzahl 
von Zellteilungen bei den Zellen in vivo der älteren Tiere, und dem limitierten 
Teilungspotential dieser Zellen erklären (s.o.). Die Tatsache, dass sich die Werte der 
alten Tiere von den jüngeren signifikant unterscheiden, die Werte für die jungen und 
adulten Hautspender hingegen nicht, lässt die Annahme zu, dass ab einem Alter von 
7 Jahren beim Beagle das replikative Vermögen der Fibroblasten im Vergleich zu 
jüngeren Tieren deutlich vermindert ist. Bis zu einem Alter von 7 Jahren liegt das 
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Teilungspotential dieser Zellen auf einem gleich bleibenden Niveau. Weiterhin konnte 
bei Betrachtung des einzelnen Tieres und des HPDL, das die von dem Tier kultivierten 
Zellen erreicht haben, eine geringe negative Korrelation (r = -0,303) zwischen dem 
kalkulierten HPDL und dem Donorenalter hergestellt werden (Abb. 26). Die Signifikanz 
dieses Werts lag bei 0,052.  
Somit besteht in Bezug auf diese Ergebnisse eine negative Korrelation zwischen dem 
Alter der Spendertiere und dem Teilungsvermögen der kultivierten Zellen, und es 
wurde gezeigt, dass das gewählte Fibroblastenmodell zur Untersuchung der Alterung 
des Organismus geeignet ist. 
Unter den Wissenschaftlern besteht jedoch hinsichtlich der Frage, ob diese Korrelation 
tatsächlich existiert, keine einheitliche Meinung. Einige Arbeiten gehen davon aus, dass 
es bei gesunden humanen Hautspendern keine Korrelation zwischen diesen 
Parametern gibt (BALIN et al. 2002, GOLDSTEIN et al. 1978). Anhand von 
Langzeitstudien zeigten CRISTOFALO et al. (1998), dass das proliferative Potential von 
humanen Hautfibroblasten gesunder Spender mit zunehmendem Alter des 
Hautspenders sogar zunehmen kann und nicht, wie allgemein angenommen, abnimmt. 
Dieses stellt nach Meinung der Autoren eine starke Einschränkung des In-vitro-
Modellsystems zur Untersuchung des Alterns dar. Sie zweifeln anhand ihrer Ergebnisse 
an, dass das replikative Altern, das in vitro beobachtet wird, in vivo ebenso stattfindet.  
Andere Arbeiten hingegen zeigen eine geringe negative Korrelation zwischen HPDL und 
Spenderalter (ALLSOPP et al. 1992). HAYFLICK (1965) konnte keinen direkten 
Zusammenhang zwischen den beiden Parametern finden, wohl aber eine Tendenz 
dahin, dass Fibroblasten von alten Hautspendern sich in der Regel wesentlich seltener 
teilen als Zellen junger Donoren. Weitere Arbeitsgruppen erkannten schließlich eine 
signifikante Korrelation zwischen der Teilungsfähigkeit und dem Alter des Hautspenders 
(MARTIN et al. 1970, SCHNEIDER et al. 1976, SMITH et al. 1978). LI et al. (1996) 
konnten bei Untersuchungen an Hunden (innerhalb bestimmter Tiergrößen [kleine, 
mittelgroße, und große Rassen]) eine signifikante Abnahme des proliferativen Potentials 
mit zunehmendem Alter des Hautspenders feststellen.  
 
Die Untersuchung von altersbedingten Auswirkungen auf die Zellkultur sollte vorsichtig 
unter dem Aspekt betrachtet werden, dass die gefundenen Veränderungen vielleicht 
nicht durch die Zellen selbst entstehen, sondern ihre Grundlage in der Isolation der 
Zellen aus dem Gewebe, d.h. dem Organismus, haben. So nimmt RUBIN (1997) an, 
dass die replikative Lebensspanne, die in vitro beobachtet werden kann, ein Artefakt 
darstellt, dass durch die Dissoziation vom Ursprungsgewebe und durch die künstliche 
Umgebung für die isolierten Zellen hervorgerufen wird. Auch die Unterschiede, die 
zwischen den Zellen junger und alter Individuen in vitro gefunden werden, können nach 
ROWE et al. (1990) durch die künstlichen Kultivierungsbedingungen hervorgerufen 
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worden sein. ROBBINS et al. (1970) stellten nach der Etablierung von humanen Fibro-
blasten in der Kultur starke morphologische Veränderungen an den Zellen fest (so z.B. 
autophagische Vakuolen und Residualkörperchen). Diese Zellen waren nicht mehr 
vergleichbar mit den Zellen, die direkt nach der Entnahme vom Spender untersucht 
wurden. 
Die Ergebnisse nach BAYREUTHER et al. (1991) legen hingegen nahe, dass in der 
Haut von menschlichen Spendern sämtliche Zellen des mitotischen und postmitotischen 
Differenzierungswegs zu finden sind. Somit sind die in vitro beobachteten Ver-
änderungen (nicht teilenden, sehr großen Fibroblasten und einsetzendem Zelltod mit 
folgender Detritusbildung) nach Meinung dieser Arbeitsgruppe keine Artefakte von In-
vitro-Versuchen, sondern der normale Differenzierungsweg von Fibroblasten. Die in vitro 
gewonnenen Erkenntnisse, z.B. in Bezug auf Vorgänge des Alterns, können somit auf in 
vivo stattfindende Vorgänge angewendet werden. 
BAYREUTHER et al. (1991) stellten in ihren Arbeiten fest, dass die Zusammensetzung 
der Primärkulturen in Bezug auf die Hautfibroblasten innerhalb der ersten 4 bis 6 Tage 
abhängig vom Alter des Hautspenders ist. Bei einem 7 Jahre alten Hautspender 
(menschlich) wurden 80 bis 90 % mitotische und nur 10 bis 20 % postmitotische Fibro-
blasten gefunden. Bei einem 87 Jahre alten Spender enthielt die Primärkultur 40 % 
mitotische und 60 % postmitotische Fibroblasten. In allen Sekundärkulturen kommt es 
allerdings während der Kultivierung zu einer sehr starken Proliferation der mitotischen 
Fibroblasten, so dass die postmitotischen Fibroblasten überwachsen werden und in den 
Kulturen nicht mehr zu sehen sind. Spätestens 14 Tage nach dem Anlegen der 
Primärkultur sind die Kulturen mikroskopisch nicht mehr unterscheidbar. Auch 
CRISTOFALO et al. (1998) gehen davon aus, dass es innerhalb einer Sekundärkultur 
rasch zur Verdrängung teilungsinaktiver Zellen durch sich stark teilende Zellen kommt.  
In den eigenen Untersuchungen lagen in den Passagen 1 bis 3 ein sehr hoher Anteil an 
kleinen, spindelförmigen Zellen und nur ein marginaler Anteil an großen Zellen vor. Ab 
Passage 4 nahm der Anteil großer, teils mehrkerniger Zellen merklich zu. MITSUI et al. 
(1976) konnten anhand ihrer Ergebnisse einen Zusammenhang zwischen dem 
Zellvolumen und der Teilungsaktivität der kultivierten Fibroblasten herstellen. Sehr 
große Zellen teilten sich entweder nur sehr langsam oder aber gar nicht (MITSUI et al. 
1976, BERUBE et al. 1998). In Bezug auf die eigenen Untersuchungen bedeutet dies, 
dass in den ersten drei Passagen hauptsächlich teilungsaktive Zellen vorlagen. Diese 
mitotischen Fibroblasten proliferieren so stark, dass die großen Zellen (teilungsinaktiv, 
bzw. sehr langsame Teilungen) bei Betrachtung der Zellpopulation in den Hintergrund 
treten. Ab Passage 4 allerdings, in der der Anteil an kleinen, mitotisch aktiven Zellen 
abnimmt, bestimmen die großen Zellen das mikroskopische Bild. Es kommt also auch 
bei kaninen dermalen Fibroblasten in den ersten Kultivierungsabschnitten zu einer deut-
lichen Proliferation mitotischer Fibroblasten und dadurch zu einer auf den ersten Blick 
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sehr einheitliche Zellpopulation. Teilungsinaktive und sich sehr langsam teilende Zellen, 
werden anteilsmäßig, auch wenn sie in der Primärkultur vorhanden sind, durch die 
mitotisch sehr aktiven Zellen in den Hintergrund verschoben. Ergebnisse, die von diesen 
Sekundärkulturen gewonnen worden sind, haben ihren Ursprung v.a. in dem mitotisch 
aktiven Anteil der Zellen. 
Sowohl wegen der möglichen Veränderung der Zellen auf Grund der Dissoziation vom 
Organismus als auch wegen der Selektion in den Sekundärkulturen auf die mitotisch 
hoch aktiven Zellen, ist die Untersuchung altersabhängiger Veränderungen in der Haut-
probe, bzw. in der Primärkultur, besser geeignet als Untersuchungen in Sekundär-
kulturen, da die frischen Bioptate (bzw. auch noch die Primärkulturen) noch am ehesten 
dem Originalzustand der einzelnen Zelle, also auch der Zellpopulation, in vivo ähneln.  
 
Die Gewebe höher entwickelter Organismen bestehen aus vielen verschiedenen Zell-
typen. In Bezug auf ihr Teilungsvermögen können die Zellen höher entwickelter Lebe-
wesen in proliferative und postmitotische Zellen eingeteilt werden. Zu den post-
mitotischen Zellen gehören unter anderem Fett-, Nerven- und Muskelzellen. In den post-
mitotischen Zellen kann auf Grund fehlender Zellteilung nur die Veränderung in der Zell-
funktion die Ursache für feststellbare Veränderungen im Alter darstellen, d.h. dass die 
replikative Seneszenz als das Alter auslösender Faktor nicht in Frage kommt (CAMPISI 
1996). Bei den erneuerbaren Geweben hingegen sind sowohl funktionelle Ver-
änderungen der Zellen als auch ein verändertes (herabgesetztes) proliferatives Ver-
mögen der Zellen mit zunehmendem Alter des Organismus zu beobachten. Ver-
änderungen, die mit dem Altern einhergehen, sind dementsprechend bei höher ent-
wickelten Lebewesen abhängig vom betrachteten Zell- bzw. Gewebetypus. Die isolierte 
Betrachtung einer bestimmten Zellart, die von der Gesamtheit des Organismus getrennt 
kultiviert wird, lässt nach CAMPISI (2001) auf Grund der existierenden Wechsel-
wirkungen zwischen verschiedenen Zelltypen und Geweben einen nur begrenzten 
Einblick in den Alterungsprozess des Gesamtorganismus zu.  
Häufig wird in der Alternsforschung für Modelluntersuchungen der Fibroblast als 
Versuchszelle gewählt. Seine leichte Gewinnung sowie die geringen Ansprüche dieses 
Zelltypus an die Kultivierung bringen deutliche Vorteile anderen Zelltypen gegenüber. 
Der Fibroblast als mitotisch aktive Zelle ist Bestandteil erneuerbarer Gewebe (Stütz- und 
Bindegewebe). Anhand dieser Modellzelle werden sowohl Untersuchungen hinsichtlich 
der replikativen Alterung als auch in Bezug auf funktionelle Veränderungen durch-
geführt. Eindeutige Beweise, dass die replikative Seneszenz des Fibroblasten die 
Ursache für das Altern des Gesamtorganismus darstellt, bzw. einen Beitrag zum Altern 
des Organismus liefert, gibt es bis heute jedoch nach MACIEIRA-COELHO (1995) nicht. 
So ist z.B. nach einer Untersuchung von MACIEIRA-COELHO (1991) die Anzahl der 
postmitotischen Fibroblasten, die in der Spenderhaut vorhanden sind, nicht abhängig 
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vom Alter des Hautspenders. BAYREUTHER et al. (1991) hingegen konnten in der Haut 
älterer Spender deutlich mehr postmitotische Fibroblasten als in der Haut jüngerer 
Spender finden (s.o.) und schließen daraus, dass das Fibroblastenmodell zur In-vitro-
Untersuchung der Alterung geeignet ist.  
Das lysosomale Enzym ß-Galaktosidase wird von verschiedenen Zelltypen bei 
Erreichen der Seneszenz in vitro gebildet und kann bei einem pH-Wert von 6,0 
nachgewiesen werden. Nach DIMRI et al. (1995) ist dieses Enzym nicht in quieszenten 
Zellen (ruhige, nicht teilungs- aber stoffwechselaktive Zellen) nachweisbar. Somit wären 
alte Zellen und ruhende Zellen sowohl in vitro als auch in vivo unterscheidbar. Zwischen 
dem replikativen Alter der Zellen und dem Gehalt an ß-Galaktosidase konnte in vitro 
eine negative Korrelation gefunden werden (DIMRI et al. 1995). In Hautproben wurde 
nachgewiesen, dass mit zunehmendem Alter des Hautspenders in der Dermis und der 
Epidermis die Frequenz und die Intensität des Vorkommens von ß-Galaktosidase 
ansteigt. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dass Fibroblasten in der 
menschlichen Haut der replikativen Seneszenz unterliegen und dass damit In-vitro-
Modelle mit diesem Zelltypus zur Erforschung von Alterungsprozessen geeignet sind. 
Insgesamt betrachtet, ist noch nicht geklärt, ob die replikative Seneszenz der Zellen 
mitotisch aktiver Gewebe eine Bedeutung für das Altern des Gesamtorganismus be-
sitzen. Ebenfalls bedarf die Frage, ob es sich bei der replikativen Seneszenz um eine 
Ursache oder aber um eine Folgeerscheinung der Alterung des Organismus handelt, 
weitere Klärung.  
 
Funktionsveränderungen von Fibroblasten, die parallel mit dem Altern der Zellen in 
der Kultur auch in vivo beobachtet werden konnten, können allerdings mit im Alter auf-
tretenden Veränderungen des Gesamtorganismus in Verbindung gebracht werden. Das 
Dünnerwerden der menschlichen Haut mit zunehmendem Alter resultiert nach CAMPISI 
et al. (1996) aus einer vermehrten Bildung von Kollagenase und einer herabgesetzten 
Bildung von Kollagenaseinhibitoren in den dermalen Fibroblasten. Auch die verzögerte 
Wundheilung mit zunehmendem Alter des Individuums kann durch Funktions-
änderungen von Fibroblasten hervorgerufen werden. 
Unabhängig von der Frage, ob postmitotische Fibroblasten in der Haut alter Spender 
vermehrt auftreten, und sich damit eine mögliche Korrelation zwischen dem Altern des 
Organismus und der replikativen Seneszenz seiner mitotisch aktiven Zellen gibt, konnte 
nachgewiesen werden, dass postreplikative Fibroblasten eine Bedeutung für patho-
logische Prozesse, die im Zusammenhang mit dem Altern stehen, haben. Unter 
anderem wurden atypische, Fibroblasten ähnliche Zellen im Gelenkknorpel älterer Tiere 
gefunden (SILBERBERG et al. 1964, WEISS 1975). Diese Zellen schienen in Funktion 
und Struktur verändert zu sein. Bei der Ausbildung von Artherosklerosis könnten nach 
MACIEIRA-COELHO (1995) solche Zellen ebenfalls eine Rolle spielen.  
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Der Fibroblast ist jedoch nicht der einzige Zelltypus, der der replikativen Seneszenz 
unterliegt. Nach EFFROS (1998) konnte die replikative Seneszenz auch bei epi-
dermalen Keratinozyten, glatten Muskelzellen, Linsenepithelzellen, Gliazellen, endo-
thelialen Zellen, Melanozyten, T-Lymphozyten und adrenokortikalen Zellen beobachtet 
werden. So konnten VAN BAARLE et al. (2005) von einem Verlust von Cd 28 und Cd 27 
Molekülen auf Cd 8(+) T-Lymphozyten berichten. Der Verlust dieser Moleküle kann zu 
einer verminderten Proliferation dieses Zelltyps führen. Die reduzierte Anzahl von 
Immunzellen und deren verminderte Fähigkeit auf immunologische Reize zu reagieren, 
kann in älteren Individuen u.a. zu einer Immundefizienz führen. Auch der Verlust 
adrenokortikaler Zellen (z.B. durch ischämisch bedingte Infarkte) kann auf Grund der 
auch bei diesem Zelltypus auftretenden zellulären Seneszenz nicht mehr kompensiert 
werden. Dieser Verlust von Zellen und die veränderte Zellfunktion kann zu einer 
verminderten Steroidproduktion führen, was wiederum andere Organe beeinflussen 
kann (HORNSBY 2004). 
 
Viele Forscher beschäftigen sich mit der Frage, ob die an Fibroblasten in vitro beo-
bachteten Vorgänge zu Differenzierungsvorgängen gezählt werden, oder ob es sich 
um tatsächliche Alterungsvorgänge handelt. Nach BELL et al. (1978) und 
BAYREUTHER et al. (1991) handelt es sich bei der so genannten replikativen Senes-
zenz um einen Vorgang der Differenzierung und nicht des Alterns. Dabei nehmen 
BAYREUTHER et al. (1991) an, dass es sich bei Fibroblasten um Nachkömmlinge eines 
Stammzellsystems handelt, ähnlich der beobachteten Differenzierung von hämato-
poetischen Stammzellen, Keratinozyten und Myoblasten. Die Fibroblasten differenzieren 
mit zunehmendem Alter des Organismus zu mitotischen und dann zu postmitotischen 
Fibroblasten. Die Funktion dieser Zellen verändert sich mit voranschreitender Dif-
ferenzierung. DANNER et al. (1990) gehen hingegen davon aus, dass die in vitro 
beobachteten Veränderungen, die dort als Alterungsvorgänge definiert werden, den in 
vivo stattfindenden Differenzierungsvorgängen gleichgesetzt werden können. Beide 
Prozesse stellen physiologische Vorgänge dar, die bis jetzt nicht deutlich voneinander 
getrennt werden konnten. Letztendlich ist jedoch die Frage, ob es sich bei den in vivo 
und in vitro zu beobachtenden Veränderungen der Zellfunktion und Zellmorphologie nun 
um eine Differenzierung der Zellen oder aber um Alterungsvorgänge handelt, von eher 
theoretischem Interesse. Differenzierung steht unter strikter genetischer Kontrolle, 
wohingegen die Seneszenz eher als ein Ergebnis von „Zellabnutzung“ angesehen wird. 
Bei vielen Säugetierspezies wird die Verkürzung der Telomeren bei der Zellteilung 
jedoch mittlerweile als auslösender Mechanismus für die replikative Seneszenz 
angesehen (CHIU et al. 1997, SHIELS et al. 1999, LANZA et al. 2000). Die von 
HAYFLICK et al. (1961) beobachteten Effekte an humanen Fibroblasten können durch 
beide Mechanismen, also terminale Differenzierung und Seneszenz erklärt werden 
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(KIRKLAND 1992). Somit scheint zumindest die replikative Alterung der Fibroblasten 
einer genetischen Steuerung zu unterliegen. Eine Beeinflussung dieser Vorgänge im 
Hinblick auf eine Verzögerung ist auf Grund der genetischen Determination schwierig. 
Jedoch ist der Fibroblast nur eine Modellzelle für das Altern. Die Alterung (bzw. die 
Differenzierung) anderer Zelltypen, die funktionell bedeutender für die Alterung des 
Gesamtorganismus zu sein scheinen, als der Fibroblast (s.o.), lassen sich zumindest bis 
zu einem bestimmten Punkt, manipulieren (Kap. 2.2.8). Die grundsätzliche Frage, in 
wieweit es sich bei der replikativen Seneszenz um Differenzierungsvorgänge, oder aber 
um Alterungsvorgänge handelt, ist noch nicht hinreichend geklärt, und bietet damit den 
Ansatz für neue Forschungsvorhaben. 
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Mit der vorliegenden Arbeit sollte nachgewiesen werden, dass bei in vitro kultivierten 
kaninen dermalen Fibroblasten einer Hunderasse nach einer bestimmte 
Kultivierungszeit replikative Seneszenz entsteht und dass das replikative Vermögen 
dieser Zellen in der Zellkultur abhängig vom Alter des Spendertieres ist.  
 
Dreißig Beagle aus zwei Versuchstieranstalten wurden als Hautspender genutzt. Diese 
Tiere wurden in die drei Altersgruppen jung, adult und alt unterteilt. Mit Hilfe einer 
Hautstanze wurde bei allen Tieren im Bereich der rechten Skapula ein Hautstück 
gewonnen. Diese Hautstücken wurden in Zellkulturflaschen verbracht. Die aus diesem 
Explantat auswandernden Zellen stellten die Grundlage für die Primärkultur dar. Die 
Zellen wurden in regelmäßigen Abständen subkultiviert. Dabei wurden immer die 
Gesamtzellzahl und die Vitalität der Kulturen bestimmt. Diese Werte bildeten die 
Grundlage für die Berechnung der Parameter des replikativen Vermögens der Zellen. 
Auf Grundlage der erstellten Wachstumskurven konnte die Generationszeit der Zellen 
berechnet werden. Parallel zur Kultivierung der Zellen erfolgte die morphologische 
Betrachtung der Zellen mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops und histologischen 
Färbungen, die unter dem Lichtmikroskop näher beurteilt wurden.  
 
Ergebnisse 
1. Morphologische Veränderungen der kultivierten Zellen, wie die Zunahme des Anteils 
an mehrkernigen Zellen, die Zunahme des Anteils an Riesenzellen, die progressive Zu-
nahme der durchschnittlichen Zellfläche und die Degeneration der Zellen mit Anhäufung 
von Zelldetritus, traten unabhängig vom Alter des Spendertiers immer in derselben 
Passage auf. In Bezug auf die bis dorthin erfolgten Zellteilungen (angegeben als 
Population Doubling Level, Cumulative Population Doubling Level, Highest Population 
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Doubling Level) ließen sich allerdings deutliche Unterschiede zwischen den Tieren bzw. 
den Altersgruppen feststellen. Zellen jüngerer Tiere teilten sich in der Regel häufiger bis 
zum Eintritt der morphologischen Veränderungen als Zellen älterer Tiere. 
2. Bei allen sekundären Zellkulturen konnte nach einer Phase der starken Zell-
proliferation in den Passagen 1 und 2 eine deutliche Abnahme der Zellteilungen bei 
zunehmender Passagezahl festgestellt werden. Die Proliferation der Zellen kam in den 
Passagen 6 bzw. 7 total zum Erliegen. Die Vitalität der Kulturen in den Passagen 6 
und 7 nahm im Vergleich zur Vitalität früherer Passagen deutlich ab. Die Anzahl der bis 
zum Einstellen der Zellproliferation erfolgten Zellteilungen war bei den Zellkulturen der 
jungen (Ø Highest Population Doubling Level 20,7) und adulten Tiere (Ø Highest 
Population Doubling Level 21,1) signifikant höher als bei den alten Tieren (Ø Highest 
Population Doubling Level 18,9) (jung zu alt: p = 0,05; adult zu alt: p < 0,05). Die 
Generationszeiten fast aller Kulturen nahmen im Verlauf von Passage 2 zu Passage 3 
signifikant zu (p < 0,05).  
3. Zwischen dem chronologischen Alter des einzelnen Spendertiers und der Pro-
liferationsfähigkeit der kultivierten Zellen ließ sich eine Tendenz zu einer geringen 
negativen Korrelation darstellen (r = -0,303).  
  
Schlussfolgerungen 
Die verwendete Methodik ist zur Kultivierung kaniner dermaler Fibroblasten geeignet. 
Sowohl die morphologischen Veränderungen der Zellen als auch das beschriebene 
replikative Verhalten sind typische Merkmale der so genannten replikativen Seneszenz. 
Das replikative Vermögen der Zellen in vitro ist abhängig vom chronologischen Alter des 
Tieres (innerhalb der Hunderasse Beagle) zum Zeitpunkt der Hautspende. Auf Grund 
dieser Korrelation erscheint die Übertragung der in vitro gewonnenen Erkenntnisse auf 
das Altern des Hundes in vivo möglich zu sein.  
Das verwendete Fibroblastenmodell eignet sich zur weitergehenden Untersuchung 
zellulärer Mechanismen, welche mit der Alterung der Spezies Hund einhergehen. Das 
Verständnis der grundlegenden Mechanismen, die beim Altern des Hundes stattfinden, 
stellt die Grundlage für z.B. eine mögliche Beeinflussung des Alterungsprozesses dar. 
Letztendlich können die Ergebnisse der Grundlagenforschung bei der Spezies Hund, die 
oft als Modell für Alterungsprozesse beim Menschen genutzt wird, Einblicke in die 
Alterung des Menschen liefern. 
Weitere Klärung bedarf die Frage, ob die replikative Seneszenz der Zellen mitotisch 
aktiver Gewebe eine Ursache des Alterns des Gesamtorganismus darstellt, oder aber, 
ob sie eine Folgeerscheinung des Alterns ist. Auch die grundsätzliche Fragestellung, in 
wieweit es sich bei der replikativen Seneszenz um Differenzierungsvorgänge, oder aber 
um Alterungsvorgänge handelt, ist noch nicht hinreichend geklärt, und bietet damit den 
Ansatz für neue Forschungsvorhaben.  
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This thesis aims to demonstrate that, after a certain period of time, replicative senes-
cence develops in canine dermal fibroblasts of a certain dog breed when cultured in 
vitro. It is also shown that the replicative capacity of these cells is related to the age of 
the donor animal.  
 
Thirty Beagles from two experimental facilities were used as skin donors. The animals 
were divided in three age groups: young, adult and old. Skin samples from the right 
scapula were taken from all animals by means of a punch biopsy and transferred to cell 
culture vessels. The primary culture was based on the cells emigrating from these 
explants. The cells were subcultured at regular intervals, at which the total number of 
cells and the vitality of the cultures were also determined. Based on these parameters, 
the replicative capacity of the cells was calculated and growth curves were created, 
which were then used to calculate the generation times of the cells. Parallel to 
cultivation, the cells underwent morphological dissection using a phase contrast 
microscope on the one hand and a light-optical microscope with histological staining on 
the other hand.  
 
Results 
1. Morphological changes in the cultivated cells - such as an increase in the percentage 
of polynuclear cells, the progressive increase in the percentage of giant cells and in the 
average cell surface area, as well as the degeneration of cells resulting in notable 
amounts of cellular detritus - occurred always in the same passage and showed no 
relation to the age of the donor. Significant differences between the animals, i.e. the age 
groups, could however be noted with regard to the number of cell divisions that had 
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occurred until that point in time (stated in Population Doubling Level, Cumulative 
Population Doubling Level, Highest Population Doubling Level). The cells of younger 
animals typically divided themselves more often than the cells of older animals until 
morphological changes began to show. 
2. In passages 1 and 2 the cell proliferation rates of all secondary cell cultures were very 
high, but in the following, less cell divisions were noted with each passage. The 
proliferation of the cells came to a complete halt in passage 6 or 7. The vitality of the 
cultures in the passages 6 and 7 was considerably reduced compared to the vitality of 
earlier passages. The number of cell divisions that had occurred until the cell 
proliferation stopped was notably higher in the cell cultures of the young (Ø Highest 
Population Doubling Level  20.7) and the adult animals (Ø Highest Population Doubling 
Level  21.1) than in the cultures of the old animals (Ø Highest Population Doubling Level 
18.9) (young vs. old: p = 0.05; adult vs. old: p < 0.05). The generation times of nearly all 
cultures showed a significant increase from passage 2 to passage 3 (p < 0.05).  
3. There was a tendency toward a slightly negative correlation between the 
chronological age of the donor animals and the proliferation capacity of the cultured cells 
(r = -0.303).  
  
Conclusion 
The chosen approach is well-suited for the cultivation of canine dermal fibroblasts. Both 
the morphological changes in the cells and the replicative behaviour described are 
typical characteristics of what is known as replicative senescence. The replicative 
capacity of the cells with regard to in vitro cultivation is related to the chronological age 
of the animals (from the Beagle breed) at the time of the punch biopsy. Based on this 
correlation and in connection with dogs only, it seems possible to transfer the results 
from this in vitro study to the ageing process in vivo.  
The fibroblast model chosen for this study can be used for more in-depth examinations 
of the cellular mechanisms that are related to the ageing processes in dogs. It is 
necessary to understand the basic mechanisms related to the ageing of dogs in order to 
be possibly able to influence this process one day. Furthermore, the results of basic 
research projects for the species dog, which is often used as a model for ageing 
processes in humans, might provide us with insights into the ageing processes of our 
own kind. 
Future research projects will need to show whether the ageing of organisms is caused 
by the replicative senescence of mitotically active cells, or whether the opposite is true. 
These projects will also have to take into account that the basic question, whether 
replicative senescence is to be attributed to differentiation processes or whether it is a 
sign of ageing, has not been answered sufficiently yet. 
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Tab. 7: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der 




Tier Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5  
 Geburtsdatum 19.05.2003 18.05.2003 12.05.2003 12.05.2003 12.05.2003
 Geschlecht ♀ ♀ ♂ ♂ ♂ 
Explantat Gesamtzellen/ml 890.000 640.000 570.000 610.000 640.000 
 tote Zellen/ml 70.000 20.000 30.000 5.000 35.000 
 Vitalität 92,13% 96,88% 94,74% 99,18% 94,53% 
Passage 1 Gesamtzellen/ml 5.460.000 4.180.000 4.420.000 4.480.000 6.240.000 
 tote Zellen/ml 140.000 140.000 20.000 160.000 80.000 
 Vitalität 97,44% 96,65% 99,55% 96,43% 98,72% 
 PDL 6,77083 6,38543 6,48543 6,48543 6,96347 
Passage 2 Gesamtzellen/ml 3.325.000 5.540.000 3.445.000 3.330.000 2.830.000 
 tote Zellen/ml 5.000 20.000 5.000 10.000 30.000 
 Vitalität 99,85% 99,64% 99,85% 99,70% 98,94% 
 PDL 6,05528 6,79181 6,10643 6,05745 5,82273 
 CPDL 12,82611 13,17724 12,59186 12,54288 12,7862 
Passage 3 Gesamtzellen/ml 730.000 1.015.000 1.015.000 870.000 465.000 
 tote Zellen/ml 10.000 75.000 20.000 40.000 15.000 
 Vitalität 98,63% 92,61% 98,03% 95,40% 96,77% 
 PDL 3,8679 4,34341 4,34341 4,12102 3,21723 
 CPDL 16,69401 17,52065 16,93527 16,6639 16,00343 
Passage 4 Gesamtzellen/ml 110.000 110.000 150.000 130.000 160.000 
 tote Zellen/ml 10.000 10.000 20.000 10.000 20.000 
 Vitalität 90,91% 90,91% 86,67% 92,31% 87,50% 
 PDL 1,1375 1,1375 1,58496 1,37851 1,67807 
 CPDL 17,83151 18,65815 18,52023 18,04241 17,6815 
Passage 5 Gesamtzellen/ml 135.000 150.000 90.000 160.000 90.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 5.000 10.000 10.000 
 Vitalität 96,30% 96,67% 94,44% 93,75% 88,89% 
 PDL 1,43296 1,58496 0,848 1,67807 0,848 
 CPDL 19,26447 20,24321 19,36823 19,72048 18,5295 
Passage 6 Gesamtzellen/ml 90.000 50.000 60.000 50.000 50.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 10.000 10.000 5.000 
 Vitalität 94,44% 90% 83,33% 80% 90,00% 
 PDL 0,848 0 0,26303 0 0 
 CPDL 20,11247 20,24321 19,63126 19,72048 18,5295 
Passage 7 Gesamtzellen/ml 45.000 45.000 45.000 45.000 50.000 
 tote Zellen/ml 15.000 30.000 25.000 25.000 25.000 
 Vitalität 66,67% 33,33% 44,44% 44,44% 50,00% 
 PDL 0 0 0 0 0 
 CPDL 20,11247 20,24321 19,63126 19,72048 18,5295 
 HPDL 20,11247 20,24321 19,63126 19,72048 18,5295 
 
 
Tier Tier 6 Tier 7 Tier 8 Tier 9 Tier 10  
     Geburtsdatum 23.01.2003 23.01.2003 23.01.2003 23.01.2003 23.01.2003  
 
 
 Geschlecht ♂ ♂ ♂ ♂ ♂  
Explantat Gesamtzellen/ml 265.000 680.000 775.000 285.000 245.000  
 tote Zellen/ml 25.000 20.000 55.000 35.000 45.000  
 Vitalität 90,57% 97,06% 92,90% 87,72% 81,63%  
Passage 1 Gesamtzellen/ml 2.360.000 1.550.000 3.160.000 2.120.000 3.920.000  
 tote Zellen/ml 80.000 10.000 30.000 30.000 160.000  
 Vitalität 96,60% 99,35% 99,10% 98,60% 95,90%  
 PDL 5,56071 4,9542 5,98185 5,40599 6,29278  
Passage 2 Gesamtzellen/ml 3.530.000 3.070.000 2.540.000 2.910.000 3.910.000  
 tote Zellen/ml 50.000 50.000 30.000 60.000 50.000  
 Vitalität 98,60% 98,40% 98,80% 97,90% 98,70%  
 PDL 6,1416 5,94017 5,66676 5,86295 6,2891  
 CPDL 11,70231 10,89437 11,64861 11,26894 12,58188  
Passage 3 Gesamtzellen/ml 1.210.000 1.100.000 1.090.000 1.300.000 1.375.000  
 tote Zellen/ml 100.000 30.000 40.000 60.000 45.000  
 Vitalität 91,74% 97,27% 96,33% 95,38% 96,73%  
 PDL 4,59694 4,45943 4,44626 4,70044 4,78136  
 CPDL 16,29925 15,3538 16,09487 15,96938 17,36324  
Passage 4 Gesamtzellen/ml 375.000 255.000 165.000 272.000 200.000  
 tote Zellen/ml 10.000 5.000 5.000 20.000 10.000  
 Vitalität 97,33% 98,04% 96,97% 93,10% 95,00%  
 PDL 2,90689 2,3505 1,72247 2,44361 2  
 CPDL 19,20614 17,7043 17,81734 18,41299 19,36324  
Passage 5 Gesamtzellen/ml 185.000 130.000 185.000 160.000 190.000  
 tote Zellen/ml 40.000 10.000 5.000 5.000 5.000  
 Vitalität 78,38% 92,31% 97,30% 96,88% 97,37%  
 PDL 1,88753 1,37851 1,88753 1,67807 1,926  
 CPDL 21,09367 19,08281 19,70487 20,09106 21,28924  
Passage 6 Gesamtzellen/ml 120.000 160.000 215.000 150.000 105.000  
 tote Zellen/ml 15.000 10.000 5.000 5.000 10.000  
 Vitalität 87,50% 93,75% 97,67% 96,67% 90,48%  
 PDL 1,26303 1,67807 2,10434 1,58496 1,07039  
 CPDL 22,3567 20,76088 21,80921 21,67602 22,36963  
Passage 7 Gesamtzellen/ml 50.000 45.000 50.000 45.000 40.000  
 tote Zellen/ml 10.000 15.000 15.000 10.000 20.000  
 Vitalität 80,00% 66,67% 70,00% 77,78% 50,00%  
 PDL 0 0 0 0 0  
 CPDL 22,3567 20,76088 21,80921 21,67602 22,36963  
 HPDL 22,3567 20,76088 21,80921 21,67602 22,36963  
 
Tab. 8: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der 





Tier Tier 11 Tier 12 Tier 13 Tier 14 Tier 15 
     Geburtsdatum 06.11.2001 19.10.2001 22.05.2001 26.10.2000 29.09.1999
 
 
 Geschlecht ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ 
Explantat Gesamtzellen/ml 175.000 175.000 730.000 850.000 580.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 50.000 70.000 20.000 
 Vitalität >97,14% 97,14% 93,15% 91,76% 96,55% 
Passage 1 Gesamtzellen/ml 5.680.000 3.840.000 5.780.000 2.870.000 3.420.000 
 tote Zellen/ml 80.000 20.000 100.000 50.000 100.000 
 Vitalität 98,59% 99,48% 98,27% 98,30% 97,08% 
 PDL 6,82782 6,26303 6,853 5,843 6,09592 
Passage 2 Gesamtzellen/ml 4,580.000 5.220.000 2.525.000 2.650.000 2.825.000 
 tote Zellen/ml 20.000 20.000 5.000 30.000 5.000 
 Vitalität 99,56% 99,62% 99,80% 98,90% 99,82% 
 PDL 6,51728 6,70598 5,65821 5,72792 5,83289 
 CPDL 13,3451 12,96901 12,51121 11,57092 11,92881 
Passage 3 Gesamtzellen/ml 670.000 825.000 425.000 890.000 860.000 
 tote Zellen/ml 30.000 75.000 25.000 10.000 35.000 
 Vitalität 95,52% 90,91% 94,12% 98,88% 95,93% 
 PDL 3,74416 4,04439 3,08746 4,15381 4,10434 
 CPDL 17,08926 17,0134 15,59867 15,72473 16,03115 
Passage 4 Gesamtzellen/ml 290.000 135.000 83.000 315.000 60.000 
 tote Zellen/ml 10.000 5.000 5.000 10.000 5.000 
 Vitalität 96,55% 96,30% 93,98% 96,83% 91,67% 
 PDL 2,53605 1,43296 0,73118 2,65535 0,26303 
 CPDL 19,62531 18,44636 16,32985 18,38008 16,29418 
Passage 5 Gesamtzellen/ml 120.000 315.000 55.000 60.000 235.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 5.000 5.000 25.000 
 Vitalität 95,83% 98,41% 90,91% 91,67% 89,36% 
 PDL 1,26303 2,65535 0,1375 0,26303 2,23266 
 CPDL 20,88834 21,10171 16,46735 18,64311 18,52684 
Passage 6 Gesamtzellen/ml 105.000 185.000 55.000 90.000 630.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 15.000 5.000 10.000 
 Vitalität 95,24% 97,30% 72,73% 94,44% 98,41% 
 PDL 1,07039 1,88753 0,1375 0,848 3,65535 
 CPDL 21,95873 22,98924 16,60485 19,49111 22,18219 
Passage 7 Gesamtzellen/ml 45.000 50.000 45.000 40.000 50.000 
 tote Zellen/ml 15.000 20.000 25.000 15.000 40.000 
 Vitalität 66,67% 60,00% 44,44% 62,50% 20,00% 
 PDL 0 0 0 0 0 
 CPDL 21,95873 22,98924 16,60485 19,49111 22,18219 
 HPDL 21,95873 22,98924 16,60485 19,49111 22,18219 
 
Tab. 9: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der adulten 







Tier Tier 16 Tier 17 Tier 18 Tier 19 Tier 20 
     Geburtsdatum 20.04.1999 24.03.1999 xx.07.1998 xx.07.1998 02.07.1998
 
 
 Geschlecht ♀ ♂ ♂ ♀ ♀ 
Explantat Gesamtzellen/ml 350.000 190.000 400.000 450.000 235.000 
 tote Zellen/ml 20.000 5.000 20.000 20.000 15.000 
 Vitalität 94,29% >97,37% 95% 95,55% 93,62% 
Passage 1 Gesamtzellen/ml 4.520.000 4.560.000 4.320.000 3.570.000 2.770.000 
 tote Zellen/ml 120.000 40.000 120.000 90.000 60.000 
 Vitalität 97,30% 99,12% 97,20% 97,50% 97,80% 
 PDL 6,49825 6,51096 6,43296 6,15785 5,79181 
Passage 2 Gesamtzellen/ml 3.600.000 2.940.000 2.590.000 4.420.000 3.390.000 
 tote Zellen/ml 40.000 40.000 30.000 60.000 50.000 
 Vitalität 98,90% 98,64% 98,80% 98,90% 98,50% 
 PDL 6,16993 5,87774 5,69488 6,46597 6,08321 
 CPDL 12,66818 12,5887 12,12784 12,62382 11,87502 
Passage 3 Gesamtzellen/ml 1.180.000 930.000 575.000 1.605.000 2.050.000 
 tote Zellen/ml 15.000 70.000 10.000 65.000 10.000 
 Vitalität 98,73% 92,47% 98,26% 95,95% 99,51% 
 PDL 4,56071 4,21723 3,52356 5,0045 5,35755 
 CPDL 17,22889 16,70593 15,6514 17,62832 17,23257 
Passage 4 Gesamtzellen/ml 215.000 215.000 195.000 405.000 235.000 
 tote Zellen/ml 15.000 5.000 10.000 10.000 10.000 
 Vitalität 93,02% 97,67% 94,87% 97,53% 95,74% 
 PDL 2,10434 2,10434 1,96347 3,01792 2,23266 
 CPDL 19,33323 18,81027 17,61487 20,64624 19,46523 
Passage 5 Gesamtzellen/ml 180.000 110.000 75.000 115.000 95.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 10.000 10.000 5.000 
 Vitalität 97,22% 95,45% 86,67% 91,30% 94,74% 
 PDL 1,848 1,1375 0,58496 1,20164 0,926 
 CPDL 21,18123 19,94777 18,19983 21,84788 20,39123 
Passage 6 Gesamtzellen/ml 140.000 85.000 150.000 105.000 160.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 5.000 5.000 5.000 
 Vitalität 96,43% 94,12% 96,67% 95,24% 96,88% 
 PDL 1,48543 0,76553 1,58496 1,07039 1,67807 
 CPDL 22,66666 20,7133 19,78474 22,91827 22,0693 
Passage 7 Gesamtzellen/ml 45.000 45.000 50.000 45.000 45.000 
 tote Zellen/ml 20.000 15.000 30.000 20.000 25.000 
 Vitalität 55,56% 66,67% 40,00% 55,56% 44,44% 
 PDL 0 0 0 0 0 
 CPDL 22,66666 20,7133 19,78474 22,91827 22,0693 
 HPDL 22,66666 20,7133 19,78474 22,91827 22,0693 
 
Tab. 10: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der adulten 






Tier Tier 21  Tier 22  Tier 23  Tier 24  Tier 25  




 Geschlecht ♀ ♀ ♀ ♀ ♂ 
Explantat Gesamtzellen/ml 345.000 345.000 540.000 830.000 1.055.000 
 tote Zellen/ml 20.000 20.000 30.000 30.000 30.000 
 Vitalität 94,52% 94,20% 94,44% 96,39% 97,16% 
Passage 1 Gesamtzellen/ml 3.020.000 1.470.000 4.440.000 3.700.000 5.090.000 
 tote Zellen/ml 60.000 60.000 80.000 20.000 10.000 
 Vitalität 98,00% 95,90% 98,20% 99,46% 99,80% 
 PDL 5,91648 4,87774 6,47249 6,20945 6,66959 
Passage 2 Gesamtzellen/ml 1.510.000 985.000 3.010.000 5.270.000 2.220.000 
 tote Zellen/ml 20.000 20.000 10.000 30.000 100.000 
 Vitalität 98,70% 98,00% 99,67% 99,43% 95,50% 
 PDL 4,91648 4,30012 5,91169 6,71973 5,47249 
 CPDL 10,83296 9,17786 12,38418 12,92918 12,14208 
Passage 3 Gesamtzellen/ml 1.025.000 525.000 530.000 5.680.000 965.000 
 tote Zellen/ml 5.000 10.000 30.000 30.000 25.000 
 Vitalität 99,51% 98,10% 94,34% 94,96% 97,41% 
 PDL 4,35755 3,39232 3,40599 6,82782 4,27053 
 CPDL 15,19051 12,57018 15,79017 19,757 16,41261 
Passage 4 Gesamtzellen/ml 180.000 140.000 60.000 75.000 145.000 
 tote Zellen/ml 10.000 10.000 5.000 5.000 5.000 
 Vitalität 94,44% 92,86% 91,67% 93,33% 98,25% 
 PDL 1,848 1,48543 0,07918 0,58496 1,53605 
 CPDL 17,03851 14,05561 15,86935 20,34196 17,94866 
Passage 5 Gesamtzellen/ml 75.000 70.000 80.000 105.000 75.000 
 tote Zellen/ml 10.000 10.000 5.000 10.000 5.000 
 Vitalität 89,47% 85,71% 93,75% 90,48% 93,33% 
 PDL 0,58496 0,48542 0,67807 1,07039 0,58496 
 CPDL 17,62347 14,54103 16,54742 21,41235 18,53362 
Passage 6 Gesamtzellen/ml 100.000 100.000 122.500 65.000 55.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 5.000 5.000 5.000 
 Vitalität 95,00% 95,00% 97,92% 92,31% 90,91% 
 PDL 1 1 1,29278 0,37851 0,1375 
 CPDL 18,62347 15,54103 17,8402 21,78086 18,67112 
Passage 7 Gesamtzellen/ml 45.000 50.000 50.000 40.000 45.000 
 tote Zellen/ml 15.000 35.000 20.000 20.000 30.000 
 Vitalität 66,67% 30,00% 60,00% 50,00% 33,33% 
 PDL 0 0 0 0 0 
 CPDL 18,62347 15,54103 17,8402 21,78086 18,67112 
 HPDL 18,62347 15,54103 17,8402 21,78086 18,67112 
 
Tab. 11: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der alten 





Tier Tier 26  Tier 27 Tier 28 Tier 29  Tier 30  




 Geschlecht ♀ ♀ ♀ ♀ ♂ 
Explantat Gesamtzellen/ml 625.000 705.000 185.000 310.000 225.000 
 tote Zellen/ml 15.000 15.000 10.000 15.000 5000 
 Vitalität 97,60% 97,87% 94,59% 95,16% 97,77% 
Passage 1 Gesamtzellen/ml 4.540.000 3.140.000 2.430.000 3.900.000 3.720.000 
 tote Zellen/ml 100.000 60.000 60.000 80.000 100.000 
 Vitalität 97,80% 98,09% 97,50% 97,90% 97,30% 
 PDL 6,50462 5,97269 5,60289 6,2854 6,21723 
Passage 2 Gesamtzellen/ml 2.650.000 1.920.000 1.570.000 2.240.000 1.830.000 
 tote Zellen/ml 10.000 40.000 80.000 40.000 20.000 
 Vitalität 99,62% 97,92% 94,90% 98,20% 98,90% 
 PDL 5,72792 5,26303 4,97269 5,48543 5,19377 
 CPDL 12,23254 11,23572 10,57558 11,77083 11,411 
Passage 3 Gesamtzellen/ml 880.000 430.000 1.125.000 1.665.000 1.050.000 
 tote Zellen/ml 15.000 10.000 55.000 15.000 10.000 
 Vitalität 98,30% 97,67% 95,11% 99,09% 99,05% 
 PDL 4,1375 3,10434 4,49185 5,05745 4,39232 
 CPDL 16,37004 14,34006 15,06743 16,82828 15,80332 
Passage 4 Gesamtzellen/ml 120.000 90.000 215.000 515.000 265.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 10.000 10.000 5.000 
 Vitalität 95,83% 94,44% 95,35% 98,06% 98,11% 
 PDL 1,26303 0,848 2,10434 3,36457 2,40599 
 CPDL 17,63307 15,18806 17,17177 20,19285 18,20931 
Passage 5 Gesamtzellen/ml 110.000 55.000 70.000 130.000 115.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 10.000 10.000 5.000 
 Vitalität 95,45% 90,91% 85,71% 92,31% 95,65% 
 PDL 1,1375 0,1375 0,48543 1,37851 1,20163 
 CPDL 18,77057 15,32556 17,6572 21,57136 19,41094 
Passage 6 Gesamtzellen/ml 60.000 55.000 95.000 110.000 140.000 
 tote Zellen/ml 5.000 5.000 10.000 5.000 5.000 
 Vitalität 91,67% 90,91% 89,47% 95,45% 96,43% 
 PDL 0,26303 0,1375 0,926 1,1375 1,48543 
 CPDL 19,0336 15,46306 18,5832 22,70886 20,89637 
Passage 7 Gesamtzellen/ml 45.000 50.000 45.000 50.000 45.000 
 tote Zellen/ml 15.000 25.000 30.000 20.000 20.000 
 Vitalität 66,67% 50% 33,33% 60,00% 55,56% 
 PDL 0 0 0 0 0 
 CPDL 19,0336 15,46306 18,5832 22,70886 20,89637 
 HPDL 19,0336 15,46306 18,5832 22,70886 20,89637 
 
Tab. 12: Übersicht über gemessene (Gesamtzellzahl und Anzahl der toten Zellen) und berechnete 
Parameter (Vitalität, PDL, CPDL und HPDL) zu den verschiedenen Passagezeitpunkten der alten 




















N 89 94 91 100 93 100 




Deviation 420,09 420,52 756,10 1533,24 1890,00 3501,48 
Absolute ,130 ,147 ,162 ,120 ,104 ,084 
Positive ,130 ,147 ,162 ,120 ,104 ,084 
Most Extreme 
Differences 
Negative -,070 -,114 -,121 -,096 -,056 -,069 
Kolmogorov-Smirnov Z 1,224 1,428 1,546 1,195 1,004 ,841 














N 95 94 91 99 96 98 




Deviation 292,12 573,96 942,16 2043,69 2651,90 3247,84 
Absolute ,102 ,063 ,180 ,101 ,115 ,105 
Positive ,102 ,063 ,180 ,101 ,115 ,105 
Most Extreme 
Differences 
Negative -,055 -,046 -,111 -,072 -,089 -,073 
Kolmogorov-Smirnov Z ,994 ,608 1,713 1,010 1,129 1,044 














N 93 93 96 100 99 96 




Deviation 239,43 322,49 640,65 2105,34 2184,33 2645,22 
Absolute ,063 ,164 ,073 ,083 ,099 ,134 
Positive ,063 ,164 ,073 ,083 ,099 ,134 
Most Extreme 
Differences 
Negative -,045 -,100 -,053 -,068 -,061 -,056 
Kolmogorov-Smirnov Z ,606 1,579 ,718 ,830 ,987 1,312 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,856 ,014 ,682 ,496 ,284 ,064 
 
Tab. 13: Untersuchung auf Normalverteilung der gemessenen Zellflächen (in µm²) zu den ver-
schiedenen Passagen mit Hilfe des One-Sample Kolmogorov Smirnov Tests 
A: junge Tiergruppe 
B: adulte Tiergruppe 
C: alte Tiergruppe 
a: Test distribution is Normal. 
b: Calculated from data. 













A P1/P2 P2/P3 P3/P4 P4/P5 P5/P6 
Mann-Whitney U 2650,000 2333,500 1737,000 2927,500 3058,000 
Wilcoxon W 7115,000 6798,500 5923,000 7977,500 7429,000 
Z -4,280 -5,337 -7,372 -4,442 -4,106 
Asymp. Sig. (2-tailed)(p) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 
B P1/P2 P2/P3 P3/P4 P4/P5 P5/P6 
Mann-Whitney U 1687,000 3772,500 1599,000 3705,000 3748,000 
Wilcoxon W 6247,000 8237,500 5785,000 8655,000 8404,000 
Z -7,388 -1,386 -7,673 -2,657 -2,445 
Asymp. Sig. (2-tailed)(p) ,000 ,166 ,000 ,008 ,014 
C P1/P2 P2/P3 P3/P4 P4/P5 P5/P6 
Mann-Whitney U 3797,000 977,500 1124,000 4923,000 4075,500 
Wilcoxon W 8168,000 5348,500 5780,000 9973,000 9025,500 
Z -1,437 -9,273 -9,260 -,066 -1,717 
Asymp. Sig. (2-tailed)(p) ,151 ,000 ,000 ,947 ,086 
 
Tab. 14: Untersuchung auf signifikante Differenzen zwischen den Passagen in Bezug auf die 
gemessenen Zellflächen (in µm²) mit Hilfe des Mann-Whitney–Tests innerhalb der jeweiligen 
Altersgruppen 
A: junge Tiergruppe 
B: adulte Tiergruppe 
C: alte Tiergruppe 





































Passage 1 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 2710,000 2292,000 4239,500 
Wilcoxon W 7270,000 6663,000 8610,500 
Z -4,203 -5,197 -,477 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,000 ,000 ,633 
 
Passage 2 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 1834,500 4288,500 1453,000 
Wilcoxon W 6299,500 8659,500 5824,000 
Z -6,925 -,223 -7,885 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,000 ,824 ,000 
  
Passage 3 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 3052,500 3020,000 4210,000 
Wilcoxon W 7238,500 7206,000 8396,000 
Z -3,062 -3,644 -,427 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,002 ,000 ,669 
  
Passage 4 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 4804,500 3983,500 3775,000 
Wilcoxon W 9854,500 8639,500 8431,000 
Z -,237 -2,057 -2,376 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,813 ,040 ,018 
 
Passage 5 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 3755,000 4457,000 4158,500 
Wilcoxon W 8126,000 8828,000 9108,500 
Z -1,886 -,381 -1,506 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,059 ,703 ,132 
 
Passage 6 jung/adult jung/alt adult/alt 
Mann-Whitney U 3587,500 3093,000 4461,500 
Wilcoxon W 8637,500 8143,000 9411,500 
Z -3,354 -4,660 -1,203 
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,001 ,000 ,229 
 
 
Tab. 15: Untersuchung auf signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Altersgruppen in Bezug 
auf die gemessenen Zellflächen (in µm²) mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests innerhalb der verschie-
denen Passagen 

























N 30 30 30 30 30 30 30 




Deviation ,52 ,56 ,75 ,80 ,64 ,79 ,00(c) 
Absolute ,126 ,134 ,131 ,065 ,089 ,104  
Positive ,092 ,082 ,131 ,040 ,089 ,104  
Most 
Extreme 
Differences Negative -,126 -,134 -,114 -,065 -,057 -,097  
Kolmogorov-Smirnov Z ,688 ,732 ,718 ,358 ,487 ,572  
Asymp. Sig. (2-tailed) (p) ,731 ,657 ,682 1,000 ,972 ,900  
 
Tab. 16: Untersuchung auf Normalverteilung der berechneten PDL zu den verschiedenen Passagen 
mit Hilfe des One-Sample Kolmogorov Smirnov Tests 
a: Test distribution is Normal. 
b: Calculated from data. 
c: The distribution has no variance for this variable. One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test cannot be 
performed. 































































































1,02511 ,79033 ,14429 ,72999 1,32022 7,104 29 ,000 
 
Tab. 17: Untersuchung auf signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Passagen mit Hilfe des  
T-Tests (Paired Samples Test) innerhalb der Gesamtheit der PDL 














 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 
Pair 1 Passage 1 6,1763 30 ,51662 ,09432 
 Passage 2 5,8477 30 ,55765 ,10181 
Pair 2 Passage 2 5,8477 30 ,55765 ,10181 
 Passage 3 4,2704 30 ,74705 ,13639 
Pair 3 Passage 3 4,2704 30 ,74705 ,13639 
 Passage 4 1,7634 30 ,80023 ,14610 
Pair 4 Passage 4 1,7634 30 ,80023 ,14610 
 Passage 5 1,1715 30 ,63494 ,11592 
Pair 5 Passage 5 1,1715 30 ,63494 ,11592 
 Passage 6 1,0251 30 ,79033 ,14429 
Pair 6 Passage 6 1,0251 30 ,79033 ,14429 
 Passage 7 ,0000 30 ,00000 ,00000 
 
A Gruppe N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
junge Tiere 10 20,7209 1,29448 ,40935 
HPDL 






t-test for Equality of Means 
A 












Interval of the 
Difference 










  -,549 15,3 ,591 -,41690 ,75953 -2,033 1,1991 
 
 
B Gruppe N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
junge Tiere 10 20,7209 1,29448 ,40935 
HPDL 






t-test for Equality of Means 
B 












Interval of the 
Difference 

























C Gruppe N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
adulte Tiere 10 21,1378 2,02314 ,63977 
HPDL 






t-test for Equality of Means 
C 













Interval of the 
Difference 









  2,248 17,53 ,038 2,2237 ,98935 ,1411 4,3062
 
Tab. 18: Untersuchung auf signifikante Differenzen zwischen den einzelnen Altersgruppen mit Hilfe 
des T–Test`s (Group Statistic, Independent Samples Test) innerhalb der berechneten HPDL 
A: junge gegen adulte Tiergruppe getestet 
B: junge gegen alte Tiergruppe getestet 
C: adulte gegen alte Tiergruppe getestet 







An dieser Stelle möchte ich mich ganz herzlich bei Herrn Prof. Dr. F.-V. Salomon für die 
Überlassung des Themas und für die kritische und hilfreiche Begleitung beim Fortgang 
der Arbeit bedanken. 
 
Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. T. Stahl, der mich während der ganzen Arbeit her-
vorragend betreute. Seine konstruktiven Hinweise, Ratschläge und Anregungen trugen 
zum Gelingen dieser Arbeit bei. 
 
Bei den Mitarbeitern der Kleintierklinik Leipzig möchte ich mich für die Bereitstellung von 
Hautproben für die Vorversuche herzlich bedanken. 
 
Ebenso gilt mein Dank den freundlichen Mitarbeitern der Hautklinik Leipzig. Sie 
ermöglichten mir erste Einblicke in die Arbeit mit der Zellkultur und unterstützten mich 
tatkräftig bei der Durchführung der Vorversuche. Sie hatten jederzeit ein offenes Ohr 
und gute Ratschläge für die bei der Arbeit auftretenden Probleme.  
 
Bei den beiden Forschungseinrichtungen möchte ich mich für die Bereitstellung der 
Hunde bedanken. Besonderen Dank verdienen die Mitarbeiter dieser Einrichtungen, die 
sich während der Probenentnahme um deren reibungslosen Verlauf und sich 
währenddessen liebevoll um die Tiere kümmerten. 
 
Mein Dank gilt ebenfalls den Mitarbeitern des Institutes für Physiologie. Sie ermöglichten 
mir die Arbeit an ihrem Phasenkontrastmikroskop, und unterstützten mich mit Rat und 
Tat bei der Anfertigung der Phasenkontrastaufnahmen. 
 
Für die immerwährende Unterstützung im Labor möchte ich mich bei Frau Arnold und 
Frau Lindner bedanken. Ebenso möchte ich mich bei allen Mitarbeitern des Veterinär-
Anatomischen Instituts für das freundliche Arbeitsklima bedanken.   
 
Bei Herrn S. Jenderek möchte ich mich für die Unterstützung bei der biomathematischen 
Aufbereitung der Daten bedanken. 
 
Frau M. Bröer möchte ich für das Korrekturlesen der Arbeit herzlich danken. 
 
Schließlich möchte ich mich bei meiner Familie für die rückhaltlose Unterstützung 
während der Dissertation bedanken. Besonderem Dank gilt hierbei meinem Freund, der 
durch zahlreiche Diskussionen und Anregungen zum Gelingen dieser Arbeit ent-
scheidend beigetragen hat.   
